O Exame do Sémen na Infertilidade Masculina:
V- Exame Microbiolégico

The microbiological examination of the sémen to evaluate male infertility
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RESUMO - Neste artigo, o autor revisa o papel do exame microbiolégico do sémen para avaliar infertilidade masculina. Sao descri-

tos os efeitos negativos de bactérias aerébicas e anaerébicas, micoplasmas, fungos, Trichomonas sp., Chlamydia trachomatis, Gardne-

rella vaginalis e Mobiluncus sp. na qualidade do sémen. A influéncia de leucocitosp.ermia e bacteriospermia também é revisada. Si-

multaneamente, também sao feitas algumas consideracoes sobre metodologias atualmente usadas para investigar estes microrganis-

mos no sémen.
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KSUMMARY - In this article, the author reviews the role of the microbiological examination of the semen to evaluate male infertility.
They are described negative effects of aerobic and anaerobic bacteria, mycoplasmas, fungi, Trichomonas sp., Chlamydia trachomatis,
Gardnerella vaginalis and Mobiluncus sp. on the semen quality. Influence of leukocytosp.ermia, and bacteriosp.ermia are also revie-
wed. Simultaneously, they are also made some considerations about methodologies currently used to investigate these microorga-
nisms on sémen.
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INTRODUGAO

nfertilidade masculina é um distturbio que afeta um gran-

de numero de individuos em todo o mundo e, com fre-
qliéncia, o laboratério de andlises clinicas é requisitado por
especialistas, para auxiliar na sua investigacao. O exame
do sémen (espermograma) é o principal exame solicitado
nesta investigacao.
Em publica¢des prévias sobre o assunto, (2,3,5,6,7,8) este
autor abordou diversos aspectos clinicos e laboratoriais do
espermograma, na investigacao de infertilidade masculina.
Foram revisadas as metodologias usadas no exame, a inter-
pretacao dos resultados e sua importancia para o diagnoés-
tico. No presente trabalho, o objetivo é continuar esta abor-
dagem, dando énfase ao exame microbiolégico do sémen.
O autor faz varias consideracoes sobre microrganismos de-
tectados no sémen, sua relacdo com processos infecciosos
e sua influéncia na capacidade reprodutiva do homem. O
autor também faz algumas consideragoes sobre metodolo-
gias empregadas nesta andlise.

CONSIDERAGOES PRELIMINARES

Para a analise microbiolégica do sémen, trés fatores sdo
bésicos para se obter resultados satisfatérios e de valor cli-
nico: 1- a sintomatologia do paciente; 2- a presenca de bac-
térias no sémen (bacteriospermia); 3- o aumento de leuco6-
citos no sémen (leucocitospermia). Considerando que, na
préatica laboratorial, poucos pacientes procuram o laborato6-
rio com uma sintomatologia bem definida de infeccao ge-
nital, os processos infecciosos detectados no exame do sé-
men, geralmente sao de pacientes que se submetem a um
exame de rotina, principalmente, para investigacao de in-
fertilidade masculina, ou seja, sao assintoméaticos. Neste
caso, o exame detecta leucocitospermia, que nao é, a prin-
cipio, indicativa de infeccdo genital, como se explica adi-
ante. Em contraste, muitas vezes o exame nao apresenta
bacteriospermia, (cuja pesquisa nao é efetuada de rotina
na maioria dos laboratérios), o que dificulta o diagnéstico.

Desta forma, é muito dificil caracterizar uma associacao
entre sintomatologia, leucocitospermia e bacteriospermia,
quando o paciente faz um espermograma e sao varios os
motivos, como segue:

1. Diversos microrganismos colonizam a uretra masculina
em condicoes normais, sem causar infecgoes. Sao conside-
rados contaminantes (22,63).

2. As vezes, algumas bactérias residentes na uretra se pro-
liferam em quantidade, tornando-se potencialmente pato-
génicas. Neste caso, desenvolvem infec¢ao tempordria (69).
3. Em muitos exames, a bacteriospermia é intensa, mas nao
se associa com uma sintomatologia definida ou com leuco-
citospermia (71).

4. Alguns pacientes sao assintomaticos, mas o exame de-
tecta uma leucocitospermia acentuada. Este quadro é co-
nhecido como infeccao silenciosa (64).

5. As vezes, 0 paciente apresenta sintomas, com ou sem
leucocitosp.ermia e/ou bacteriospermia. Isso acontece com
alguns tipos de prostatites (36).

6. Alguns exames apresentam uma elevada proliferacao de
bactérias anaerdbicas, que sao potencialmente patogénicas e
podem desenvolver um processo infeccioso (27). Geralmen-
te, as infeccoes causadas por estas bactérias ndo sao investi-
gadas clinicamente, ou na rotina microbiol6gica do sémen.
7. O plasma seminal contém varias substancias com propri-
edades antimicrobianas, que funcionam como uma barrei-
ra a proliferacdo bacteriana (37).

8. Também se observa com freqiiéncia alteracbes em mar-
cadores da préstata e das vesiculas seminais (21). Entretan-
to, estas alteracoes sao desconsideradas clinicamente, em-
bora possam ajudar na localizacdo do sitio da infeccéo.
Ressalta-se que muitos laboratérios ndo pesquisam marca-
dores bioquimicos glandulares de rotina, apesar de serem
luteis para o diagnéstico (10).

Como se observa, dificilmente se caracteriza uma asso-
ciacao bem definida entre sintomatologia, leucocitosper-
mia e bacteriosp.ermia na maioria dos exames, o que mui-
tas vezes dificulta o diagnéstico.

Recebido em 06/12/2006
Aprovado em 26/12/2007
Laboratério Dr. Homero Soares Ramos, Unidade de Pesquisa do Sémen, Petrépolis, RJ
Laboratério Dr. lvan Mostaro, Juiz de Fora, MG

RBAC, vol. 40(1): 49-56, 2008

49



CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE MICRORGANISMOS
DETECTADOS NO SEMEN

O isolamento de bactérias e outros microrganismos no sé-
men variam entre 10 e 100% das amostras analisadas, de-
pendendo da populacao estudada (61). A prevaléncia das
espécies também é varidvel, pois hé varios fatores que afe-
tam o isolamento destes microrganismos, como segue:

e As populacodes avaliadas em estudos prévios foram hete-
rogéneas (homens férteis, inférteis, com uretrite, prostatite,
etc.) e os resultados bem variados (46);

e Varios estudos ndo usaram procedimentos, para evitar a
contaminacdo do sémen pela flora bacteriana uretral du-
rante a colheita, o que aumenta a freqiiéncia bacteriana da
amostra analisada (14);

e As investigacoes reportadas previamente, de um modo
geral, ndo pesquisaram todos os microrganismos que po-
dem ser detectados no sémen.

Desta forma, praticamente nao hd uma informacao bem
definida, sobre a prevaléncia de microrganismos no sémen
e seu papel etiolégico em infecc¢des genitais. Sdo apenas
informacoes isoladas, muitas vezes conflitantes e, geral-
mente, de pouco valor clinico. Consultando as informacdes
disp.oniveis, resume-se, que os seguintes microrganismos
podem ser detectados no sémen (veja Tabela I):

TABELA |
Microrganismos comensais e potencialmente patogéni-
cos que podem ser detectados no sémen

Bactérias aerdbicas Bactérias anaerébicas e Fungos Outros microrganismos
facultativas
Staphylococcus aureus Peptococcus sp.. Candida albicans Mycoplasma genitalium
i Pepi sp.. Candida krusei Mycoplasma hominis
prophyti L illus sp.. Candida tropicalis Ureaplasma urealyticum
Enterococcus faecalis Cor ium sp.. is glabrata Cl
Streptococcus sp. Eubacterium sp.. Rhodotorula sp.. Trichomonas sp..
Er i sp. ifi ium sp..

Pseudomonas sp. Propionibacterium sp..

Bacillus sp..

Clostridium sp..

Neisseria sp..

Neisseria gonorrhoeae

Veillonella sp..

Acinetobacter s.p

Actinomyces sp..

Bacteroides sp..

Fusobacterium sp..

Gardnerella sp..

Mobiluncus sp..

Bactérias aer6bicas gram positivas

Séo as bactérias mais comuns, predominando os cocos gram
positivos (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus sa-
prophyticus, Staphylococcus aureus e Enterococcus faeca-
lis) (71). Em pacientes assintomaticos, a colonizagdo destas
bactérias ocorre na glande, uretra proximal e uretra distal
(22,81,98). O isolamento varia entre 10% e 100% das amos-
tras e geralmente ocorre em baixas concentragoes (<10*
unidades formadoras de colénias/ml — ufc/ml). Estas carac-
teristicas indicam, que sao bactérias residentes da uretra e
podem ser carreadas pelo sémen durante a ejaculacao. Por-
tanto, seu isolamento no liquido seminal nédo é indicativo de
infeccao genital e ocorre com freqiiéncia em homens assin-
tomaticos. Por outro lado, o isolamento em concentracoes
>10* ufc/ml é raro e sugestivo de infecc¢do genital.
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Bactérias aer6bicas gram negativas

Sua freqtiéncia é menor que 10% (46) e raramente sdo iso-
ladas em homens assintoméaticos. Portanto, sua presenca
no sémen é sugestiva de infeccao genital. Escherichia coli
€ a bactéria mais comum, mas sao também detectados Pro-
teus sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp. e raramente a
Pseudomonas sp.. Estas bactérias geralmente afetam a mo-
tilidade espermética (40).

Bactérias anaerodbicas

A presenca de bactérias anaerébicas no sémen € conhecida
hé muito tempo, mas, pouca atencao é dada a seu isolamen-
to e sua etiologia em infecgoes genitais. Rotineiramente iso-
lam-se Peptococcus sp. e Peptostreptococcus sp., Eubacteri-
um sp., Bacteroides sp., Fusobacterium sp. e com menor fre-
qiéncia Corynebacterium sp. (27,43). Este isolamento ocor-
re em individuos assintomaticos (98), com uretrite, prostati-
te, prostato-vesiculites e balanitis (74). De um modo geral,
as bactérias anaer6bicas sao habitantes naturais da uretra,
mas sao potencialmente patogénicas. Desta forma, em al-
gumas circunstancias desenvolvem um processo infeccioso,
geralmente de natureza polimicrobiana. Assim é comum o
isolamento de diferentes bactérias anaerébicas (as vezes 5
ou mais bactérias) na mesma amostra seminal.

No trato genital feminino é bem definida, a associacao des-
tas bactérias com infecg¢oes ginecolégicas e obstétricas gra-
ves, vaginite e vaginose bacteriana (15,53,54). Contrastan-
do com seu alto poder infectante, estes microrganismos
também sao isolados em mulheres normais (54).

Além das espécies citadas acima, também se isolam de ro-
tina no exame microbioldgico do sémen Lactobacillus sp.,
Veillonella sp., Propionibacterium sp. e Bifidobacterium
sp.. Por outro lado, raramente sao isoladas Actynomyces
sp. e Clostridium sp., Neisseria sp. (incluindo a Neisseria
gonorrhoeae) e algumas bactérias ndo convencionais tais
como Rubrivanex sp., Burkholdena sp. e Streptococcus
pneumoniae (43). Ressalta-se que, em um estudo anterior
(42), observou-se a aderéncia de bactérias anaerébicas em
células do epitélio uretral presentes no ejaculado. Desta
forma, suspeita-se que o sémen pode ser um veiculo de
transmissao destes microrganismos para o trato genital fe-
minino, causando a vaginose bacteriana. Tal caracteristica
também foi observada por este autor previamente (2).

Micoplasmas

Micoplasmas sao microrganismos da classe Mollicutes, que
abrange mais de 120 espécies, das quais, seis colonizam o
trato genital masculino (84). Destas, trés sao considerados
clinicamente importantes: Mycoplasma hominis, Myco-
plasma genitalium e Ureaplasma urealyticum. Estas
espécies sdo potencialmente patogénicas e atuam como
agentes etiologicos de infeccdes genitais, inclusive no tra-
to genital feminino.

Micoplasmas sao conhecidos desde o século 19 (65), mas o
primeiro isolamento em seres humanos somente foi repor-
tado em 1937, por Dienes & Edsall (25), que detectaram um
microrganismo com caracteristicas sugestivas de Myco-
plasma hominis em uma mulher com abscesso na glandu-
la de Bartholin. Esta espécie somente foi definitivamente
identificada nos anos 50, ao passo que o Ureaplasma ure-
alyticum e Mycoplasma genitalium foram descobertos nas
décadas de 50 e 80, respectivamente.

Resume-se a importancia clinica das esp.écies de mico-
plasmas no trato genital masculino como segue:
Mycoplamas hominis — No homem é descrito como comen-
sal, por ser freqiientemente isolado em individuos assinto-
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maticos (84). Porém, também é um agente etiol6gico de ure-
trite ndo gonocécica, balanopostites e prostatites e de vagi-
nose bacteriana, doenca inflamatéria pélvica, septicemia
pos-parto, ruptura de membranas e corioamnionites em mu-
lheres (87). Partos prematuros e problemas neonatais tam-
bém sdo comuns, quando a mae é portadora deste microrga-
nismo (12,35). Recentes evidéncias também indicam que o
Mycoplasma hominis pode se fixar e penetrar nos esperma-
tozéides, afetando a capacidade de fertilizacao (23).
Mycoplasma genitalium - Este microrganismo foi isolado
pela primeira vez na década de 80 (89), mas sua agcdo como
patégeno genital é pouco conhecida, por ser dificil seu iso-
lamento através de cultura. Sabe-se que o Mycoplasma ge-
nitalium causa uretrite ndo gonocécica e Chlamydia tracho-
matis negativa, aguda e provavelmente cronica (85), supos-
tamente tdo freqliiente quanto as uretrites por Chlamydia
trachomatis e caracterizada por uma forte resposta inflama-
téria. Também € isolado em uretrites recorrentes resistentes
a tratamento (41) e em homens assintomaticos (prevaléncia
de 0,8% a 9,1%) (104). Apesar de sua presenca ha uretra,
raramente é detectado no sémen (menos de 1% das amos-
tras), embora se suspeita que se envolva com epididimites e
prostatites aguda e cronica (72). Na mulher, foi observada
sua associacao com uretrites, cervicites (inclusive muco-pu-
rulenta), endometrite, e salpingites (86). Em contraste com
o Mycoplasma hominis, raramente é detectado em mulhe-
res com vaginose bacteriana (59). Mycoplasma genitalium
também pode se fixar nos espermatozéides e serem trans-
mitidos para o trato genital feminino (83), provavelmente
prejudicando a fertilizacao

Ureaplasma urealyticum — E o menor microrganismo vivo
conhecido. Sua prevaléncia no trato genital masculino varia
entre 30 e 85% (82) e seu isolamento no sémen, entre 7% e
42% (61). H& 14 sorotipos de Ureaplasma urealyticum co-
nhecidos, classificados por andlise filogenética em 2 bio-
vars, o biovar 1 ou Parvum Biovar que abrange os sorotipos
1,3,6 e 14 e o biovar 2, ou biovar T960, que inclui os demais
(70). Evidéncias mais recentes indicam que estes biovars
seriam 2 esp.écies distintas, o Ureaplasma parvum (Biovar
1) e o Ureaplasma urealyticum (Biovar 2) (48). Suspeita-se,
que alguns sorotipos se associam com doencas, enquanto
que outros nao apresentam esta caracteristica. Pelo fato de
ser desprovido de membrana celular e de reduzido tama-
nho, o Ureaplasma urealyticum se adere facilmente aos
espermatozoéides, particularmente na peca intermedidria e
no flagelo. Esta aderéncia promove uma peroxidacao lipidi-
ca, que reduz a fluidez da membrana espermética, aumen-
tando a quantidade de radicais livres no sémen (estresse
oxidativo) (68) e provoca um enrolamento do flagelo (“coil
tail") (66). Estes disturbios prejudicam a motilidade esper-
maética e a capacidade de fertilizacao. As vezes, o Ureaplas-
ma urealyticum também induz a formacdo de anticorpos
antiesp.ermatozéides (79), apoptose (morte celular progra-
mada) anormal e fragmentacao do DNA (102), afetando o
desenvolvimento do embrido, ap6s a fertilizacao. Por causa
destes efeitos, constantemente se associa o Ureaplasma
urealyticum com infertilidade masculina, embora nao haja
um consenso sobre esta associacao.

Sao muitas as dificuldades para estabelecer a patogenici-
dade do Ureaplasma urealyticum, a qual pode estar vincu-
lada a determinados sorotipos, mas poucos avanc¢os foram
obtidos nesta area. Na pratica clinica, relatos demonstra-
ram que o Ureaplasma urealyticum causa epididimites,
prostatites (cuja prevaléncia é alta) e uretrite ndo gonocé-
cica (84). Entretanto, este microrganismo é muito isolado
em homens assintomaticos, o que dificulta sua caracteri-

RBAC, vol. 40(1): 49-56, 2008

zacdo como agente etiolégico de infecc¢des genitais (82).
Curiosamente, parece que o Ureaplasma Urealyticum nao
se associa com leucocitospermia, mesmo em pacientes sin-
tomaéticos (68). Esta caracteristica também foi observada
por este autor em estudos feitos anteriormente, com se-
crecoes uretrais (1) e semens (9).

Na mulher foi relatado o envolvimento de Ureaplasma ure-
alyticum com infeccoes genitais, patologias obstétricas,
nascimento prematuro e infec¢oes neonatais (44).

Vérios métodos sdo avalidveis para o diagnostico laborato-
rial de micoplasmas usando meios de cultura seletivos e
técnicas de biologia molecular (PCR). Como estes microrga-
nismos sdo extremamente sensiveis a condi¢des adversas,
as amostras devem ser inoculadas imediatamente, ou em
meios de transporte apropriados (A3b, por exemplo). Para
o0 Mycoplasma hominis e o Ureaplasma urealyticum, alguns
meios liquidos (caldos U10, MLA, B broth) e sélidos (A7) sao
usados. Técnicas de biologia molecular sao recomendadas
para detectar Mycoplasma genitalium, mas, também po-
dem ser usadas para o Mycoplasma hominis e para o Urea-
plasma urealyticum e o Ureaplasma parvum (1095).

Chlamydia trachomatis

A Chlamydia trachomatis é um significante agente etiol6gi-
co de doencas sexualmente transmissiveis, que causa cerca
de 90 milhoes de novos casos por ano em todo o mundo
(30). No Brasil nao héa dados disponiveis, mas sabe-se que a
incidéncia deste patégeno também é bastante elevada.
Infeccoes por Chlamydia trachomatis desenvolvem-se a
partir da fixacao de corpos elementares (EB) metabolica-
mente inertes do patégeno, em células epiteliais da uretra
formando uma inclusdo (vacuiolo). Nesta inclusao, os cor-
pos elementares se diferenciam em corpusculo reticulado
(RB), a forma ativa do patégeno, que prolifera e desenvol-
ve a infecgdo. Simultaneamente, os corpusculos reticulados
se diferenciam em novos corpos elementares, que se rom-
pem e infectam outras células, reiniciando o ciclo (19). A
Chlamydia trachomatis causa inflamacao aguda na uretra,
geralmente caracterizada por corrimento intenso, resultan-
te de uma forte resposta inflamatéria, que, de um modo ge-
ral, é facilmente tratada com antibiéticos.

Por sua capacidade de disseminacao dentro do trato geni-
tal masculino, a Chlamydia trachomatis também pode co-
lonizar a préstata, as vesiculas seminais e os epididimos,
onde também desenvolve infec¢des agudas e cronicas (95).
Entretanto, seu papel etiolégico em infecgdes nestes
6rgaos nao é bem definido. Sabe-se apenas que estas in-
fecgdes as vezes causam oclusdes nos ductos excretores,
danos na esp.ermatogénese e respostas imunolégicas com
a producéao de anticorpos antiespermatozéides (31), afetan-
do a capacidade reprodutiva do homem.

A Chlamydia trachomatis é facilmente detectada em swabs
uretrais e na urina, mas é pouco demonstravel em outras
secrecoes genitais masculinas. Igualmente observou-se,
que a presenca de anticorpos séricos ou seminais anti-
Chlamydia nao sao indicativos de uma infeccao corrente,
pois também sao detectados em homens assintomadticos ou
sem uma resposta inflamatoéria bem definida (56).
Basicamente, ha o seguinte consenso sobre o papel etiol6-
gico da Chlamydia trachomatis em infecc¢oes genitais mas-
culinas e sobre sua influéncia na capacidade reprodutiva
do homem (28,31,67,97): 1- O patégeno € bem caracteriza-
do em uretrites e epididimites; 2- Nos epididimos as vezes
provoca uma estenose parcial ou total destes 6rgaos e dos
ductos ejaculatérios, que comprometem dramaticamente a
fertilidade masculina. Em alguns casos, resultam em azo-
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ospermia; 3- Dependendo da resposta imune ao patégeno,
formam-se anticorpos antiespermatozéides, os quais tam-
bém afetam a fertilidade masculina; 4- Por seu suposto en-
volvimento com prostatites crénicas, suspeita-se que a
Chlamydia trachomatis cause diversas anormalidades se-
minais, tais como hipospermia, baixos niveis de frutose e
de marcadores bioquimicos da préstata, edema, dilatagcao
das vesiculas seminais, dos ductos ejaculatérios e do plexo
venoso periprostatico, além de calcifica¢oes intraprostati-
cas. Estas anormalidades afetam a atividade secretora
glandular e a qualidade do sémen. 5- Também hd evidén-
cias que a Chlamydia trachomatis aumenta a apoptose das
células germinais imaturas, afetando a producao de esp.er-
matozoéides. Um lipopolissacarideo presente em sua estru-
tura seria o resp.onséavel por este fenomeno. 6- Outras evi-
déncias indicam que a resposta imune as infeccdes por
Chlamydia trachomatis promove peroxidacao lipidica da
membrana espermaética, aumentando a producédo de radi-
cais livres, os quais também afetam a fertilidade masculi-
na. 7- Por outro lado, este patégeno pode ser detectado em
70 a 80% de mulheres e 50% de homens assintomaticos, o
que também é uma grande preocupacao para epidemiolo-
gistas, por causa de sua transmissao sexual para parceiros
nao infectados.

Considerando a importancia clinica e epidemiolégica da
Chlamydia trachomatis no trato genital masculino, deve-se
enfatizar que este patégeno tem a capacidade de usar os
esp.ermatozéides como veiculo de transmissao para o trato
genital feminino, durante a ejaculacao (93). Apesar da tra-
vessia da acidez vaginal ser nociva a sua sobrevivéncia, a
Chlamydia trachomatis prolifera com facilidade, quando
alcanca o muco cervical e, por sua capacidade ascendente,
também coloniza as partes superiores do trato genital femi-
nino, causando doenca inflamatoéria pélvica, infertilidade,
e gravidez tubdria (80). Esta é a principal preocupacao de
especialistas em reproducdo humana, em relacao a
Chlamydia trachomatis.

Resumindo, susp.eita-se que a Chlamydia trachomatis afete
a fertilidade masculina, embora isto nao seja ainda bem de-
finido. Clinicamente, sua importancia para casais inférteis,
diz respeito, principalmente, aos danos que este patégeno
causa no trato genital feminino. Sua deteccgéo é efetuada por
técnicas de cultura celular, imunofluorescéncia, enzimaimu-
noensaio, sendo os métodos por biologia molecular, particu-
larmente os testes por amplificacao de acidos nucléicos, os
mais sensiveis para deteccdo deste patégeno (77).

Fungos

A presenca de fungos no sémen é pouco reportada na lite-
ratura, embora estes microrganismos sejam frequentes,
principalmente, no trato genital feminino. De fato, a mulher
apresenta uma tendéncia para adquirir candidiase com fa-
cilidade, mas, apesar de sua transmissao sexual, raramente
se isola Candida albicans no sémen (incidéncia menor que
4%) (62), mesmo sendo este microrganismo muito comum
em balanopostites (60). A Candida albicans é o fungo de
maior prevaléncia, mas outras espécies também sdo detec-
tadas, tais como a Candida glabrata, Candida tropicalis e
Candida Krusei (52). O presente autor também ja isolou
Rhodotorula sp. em uma amostra seminal de um paciente
infértil (dados nao publicados), apesar deste fungo ser pre-
dominantemente detectado em semens de animais (26).

A influéncia de fungos na qualidade do sémen é pouco co-
nhecida. Ha evidéncias que prejudicam a motilidade
espermaética (57) e causam fragmentacao do DNA e apop-
tose anormal (16). Estes distturbios afetam a capacidade de

52

fertilizacao, principalmente, em reproducao assistida. Uma
vez presente no sémen, se transmitem sexualmente para a
mulher e desenvolvem infeccoes, também prejudicando
sua capacidade reprodutora.

Trichomonas sp.

A presenca de Trichomonas sp. no trato reprodutor mascu-
lino é documentada na literatura, incluindo sua deteccao
no sémen. Sua freqiiéncia é estimada em 4%, para homens
assintomaticos e até 58%, em pacientes com alto risco pa-
ra a infeccao (33). Trichomonas sp. causa orqui-epididimi-
tes, prostatites e uretrites, mas sua influéncia na qualidade
do sémen é pouca conhecida. H4 evidéncias que este mi-
crorganismo reduz a motilidade e a vitalidade espermatica,
o numero de espermatozéides morfologicamente normais,
o teste hipoosmoético e causam hiperviscosidade seminal,
(33,49) alteracoes que comprometem a fertilidade masculi-
na. Trichomonas sp. também é detectado em pacientes com
prostatites, (61) mas, neste caso, seus efeitos na qualidade
do sémen sao praticamente desconhecidos.

Gardnerella vaginalis

Em associagdo com bactérias anaerébicas, Mobiluncus sp.
e micoplasmas, a Gardnerella vaginalis causa a vaginose
bacteriana, uma infeccao genital muito comum na mulher
em idade reprodutiva. Além de promover mudancas radi-
cais no pH vaginal, a vaginose bacteriana caracteriza-se
por intensa proliferacao bacteriana, desaparecimento da
flora normal da vagina e pela formacao de estruturas celu-
lares conhecidas como células guias (“clue cells"), que sao
células do epitélio vaginal com membrana citoplasmatica
revestida de bactérias, as quais, muitas vezes, também
ocupam seu citoplasma, promovendo uma intensa des-
truicao celular (78).

No homem, também se demonstrou que a Gardnerella va-
ginalis e outros agentes etiol6gicos da vaginose bacteriana
colonizam a uretra e formam células guias (94) desenvol-
vendo a infecgao e re-infectando a mulher pelo contato se-
xual. De fato, estudos prévios demonstraram que o sémen
é um veiculo de transmissao sexual dos agentes etiol6gicos
da vaginose bacteriana (4,17,42,94),.

Se a vaginose bacteriana é uma infeccao genital clinica-
mente bem definida na mulher, quanto a sintomatologia e
agentes etiolégicos, ha poucas informacoes na literatura
sobre a influéncia da Gardnerella vaginalis na fertilidade
masculina. H4 relatos que este microrganismo nao afeta a
qualidade do sémen (42,47). Entretanto, dados do presen-
te autor sugerem uma influéncia negativa sobre a motilida-
de espermética (dados nao publicados). Também se suspei-
ta, que a Gardnerella vaginalis prejudica a implantacao do
embridao em reproducao assistida (99). Entretanto, sao da-
dos ainda pouco conclusivos.

Mobiluncus sp.

Assim como a Gardnerella vaginalis, Mobiluncus sp. tam-
bém participam do conglomerado bacteriano responsavel
pela vaginose bacteriana. Estes microrganismos sao baci-
los anaer6bicos curvos gram negativos, geralmente isola-
dos no trato genital feminino. Duas esp.écies sao esp.ora-
dicamente detectadas no sémen: M. mullieris e M. curtisii
(90). Em pacientes inférteis, o isolamento é inferior a 10%
das amostras seminais (39). Porém, praticamente nao hé in-
formacoes sobre sua influéncia na qualidade do sémen. Por
ser um agente etiolégico da vaginose bacteriana, supoe-se
que também afete negativamente.
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CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE
LEUCOCITOSPERMIA

O aumento de leucécitos no sémen em valores maiores que
1,0x10°ml é uma alteracao seminal conhecida como leuco-
citospermia. Este disturbio geralmente é sugestivo de in-
feccao genital, embora esta nao seja caracterizada em mu-
itas amostras seminais analisadas de rotina. Leucocitosper-
mia, pode se associar com um aumento de bactérias no sé-
men (27,71) e com alteragoes em marcadores bioquimicos
da préstata e das vesiculas seminais (10,21,32,58), o que
ajuda na identificacdao dos agentes etiolégicos e do sitio da
infeccao, respectivamente.

Apesar da leucocitospermia ser um achado comum no exa-
me do sémen, sua influéncia sobre a funcao espermaética é
controversa, sendo este um tema de permanente debate ha
muitas décadas. Isto se demonstra pela grande quantidade
de artigos reportados nos ultimos 30 anos sobre este assun-
to. Apesar de tantas abordagens, ainda sao pouco conheci-
das as causas do aumento de leucécitos no sémen, seus me-
canismos biolégicos e em que casos, especificamente, afe-
tariam a funcdo espermaética, prejudicando a capacidade
reprodutiva do homem. De fato, leucécitos tém um papel
importante no sémen, pois remove espermatozéides anor-
mais ou degenerados. Também produzem radicais livres,
que em concentracoes normais sao essenciais para a fisiolo-
gia seminal. Por outro lado, o aumento de leucécitos em ni-
veis superiores aqueles descritos pela OMS pode levar a um
estado denominado estresse oxidativo, que se caracteriza
por excessiva producao de radicais livres, o quais prejudi-
cam a reagao acrossdmica (evento essencial para o proces-
so de fertilizacdo) e a integridade do DNA esp.ermatico,
afetando a capacidade de fertilizacao (55,76). Leucoci-
tospermia tem varias etiologias: infec¢des bacterianas (46),
infecgoes virais (50), espermatogénese anormal (13) e fato-
res diversos tais como cigarro, dlcool e drogas de abuso (20).
Muitos estudos encontraram uma relacao entre leucoci-
tospermia e infertilidade (11,29,75,100,103). Entretanto,
outros nao foram capazes de fazé-lo (88,96), ao passo que,
alguns autores identificaram até um efeito positivo da leu-
cocitospermia no sémen (45). Outros estudos mostraram
que o aumento de leucécitos no sémen pode se associar
com uma producao exagerada de anticorpos antiesperma-
tozbides, de radicais livres e com alteragdes nos marcado-
res fisico-quimicos de proéstata e das vesiculas seminais, os
quais afetam a qualidade do sémen (55,101). Na verdade,
o tema é bastante complexo e abrangente e as informacgoes
disponiveis sdo controversas e pouco conclusivas.

Outro aspecto importante da leucocitosp.ermia diz respeito
aos produtos leucocitédrios. Além dos radicais livres, que sao
produzidos em excesso na leucocitospermia, niveis aumen-
tados de algumas citocinas (interferon gama, fator alfa ne-
crose tumoral) sao detectados no sémen (18) e também cau-
sam efeitos deletérios sobre os espermatozéides, particular-
mente na motilidade espermética. No entanto, a influéncia
destas substancias varia em intensidade e depende das sub-
populacoes leucocitarias presentes, da origem do disturbio e
de sua duracéo. Esta area é ainda pouco pesquisada.

Na rotina de analise do sémen, a maioria das amostras con-
tém concentragdes normais de leucdcitos (<1,0x10%ml). De
um modo geral, granulécitos representam 50 a 60% de to-
dos os leucécitos seminais, macréfagos de 20% a 30% e T-
linfécitos de 2% a 5% (88). Células plasmaticas, B-linféci-
tos e eosinédfilos, raramente sao encontrados. Ressalta-se,
que os métodos usados de rotina para detectar leucécitos
no sémen néo sao capazes de estimar estas sub-populacoes
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leucocitarias, individualmente. Isto somente € possivel com
metodologias que usam anticorpos monoclonais (101).

Se a presenca de leucdcitos no sémen é um fato bem docu-
mentado, mas seus efeitos sobre a qualidade do sémen nao
sao bem definidos, o valor de referéncia atualmente reco-
mendado pela OMS, também é um assunto controverso.
De fato, alguns estudos mostraram que semens com valo-
res >1,0x10%ml também sdo encontrados em pacientes fér-
teis (38). Ao mesmo tempo, quando se estudou pacientes
inférteis, alguns resultados ndo estabeleceram uma relagao
bem definida entre leucocitospermia e infertilidade (88,96).
Apontam-se como as principais causas destas distorcoes,
as diferentes metodologias usadas nos estudos efetuados, a
origem do infiltrado leucocitario, as sub-populacoes leuco-
citdrias presentes, os diferentes mecanismos de ativacao
celular, que variam com a natureza e com as caracteristicas
do processo infeccioso presente e a complexidade dos me-
canismos que regulam a producao de radicais livres pelos
leucécitos e de antioxidantes seminais. Estes fatores indu-
zem a resultados conflitantes e pouco conclusivos. Como se
observa, uma simples contagem de leucécitos no sémen
ndo é suficiente para avaliar todos os fatores envolvidos na
resposta leucocitéria e seus efeitos sobre a funcao esper-
matica. Em adicdo, experimentos com pacientes submeti-
dos a técnicas de reproducao assistida também mostraram,
que os danos sobre os esp.ermatozéides podem ser maiores
in vitro do que in vivo (92). Com base estas observacoes,
conclui-se que ainda persistem inumeras duvidas sobre os
efeitos da leucocitospermia na qualidade do sémen e sua
importancia clinica.

INFLUENCIA DA BACTERIOSPERMIA NA
QUALIDADE DO SEMEN

A presenca de bactérias no sémen também é um fato bem
documentado na literatura, assim como sua influéncia em
caracteristicas espermadticas e na atividade secretora das
glandulas acessérias genitais. H4 intimeros relatos sobre
bactérias aerébicas gram positivas e gram negativas, bac-
térias anaeroébicas, micoplasmas, Chlamydia trachomatis,
Candida sp. e Trichomonas sp. influenciando negativa-
mente na qualidade do sémen. Estes microrganismos sao
isolados predominantemente na uretra, mas também sao
agentes etiolégicos de prostatites, vesiculites, prostato-ve-
siculites, orquites, epididimites e orqui-epididimites, in-
fecgoes que afetam a fertilidade masculina em muitos ca-
sos. De um modo geral, comparagoes entre homens infec-
tados e nao infectados mostraram que a vitalidade e a mo-
tilidade sao os parametros seminais mais afetados (62,73).
Em alguns pacientes, a morfologia espermaética, a integri-
dade da membrana espermatica e a contagem de esp.er-
matozbides também podem ser prejudicadas (34,73,91).
Quando estes processos infecciosos atingem a prostata e as
vesiculas seminais, prejudicam a producéo de fluidos glan-
dulares, o que também causa um impacto negativo sobre
os espermatozéides (24). Ressalta-se, que estes efeitos de-
pendem do tipo de microrganismo presente, do sitio da in-
feccao, da resposta inflamatéria ao processo e da concen-
tracao bacteriana (valores =10* unidades formadores de co-
l6nias (ufc)/ml determinam a provavel patogenicidade des-
tes microrganismos).

PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

Como apresentado nesta revisao, varios microrganismos
colonizam o sémen afetando a qualidade dos fluidos semi-
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nais e a funcao espermatica. Apesar de nao ser viavel a in-
vestigacao de todos os microrganismos aqui citados, na ro-
tina laboratorial, pela complexidade de algumas metodolo-
gias empregadas e de seus altos custos, os quais sao ina-
cessiveis para muitos laboratérios, ainda assim € possivel
estabelecer alguns critérios praticos para investigar bacté-
rias e outros microrganismos no sémen, como segue:
Através de uma triagem bacterioscopica

Faz-se esta triagem em esfregagos seminais corados pelo
Gram, que detecta as seguintes estruturas bacterianas:

e Cocos gram positivos — sao indicativos de bactérias ae-
rébicas (Staphylococcus sp. e Streptococcus sp.) e anaero-
bicas (Peptococcus sp. e Peptostreptococcus sp.).

* Bacilos gram positivos — sd@o bactérias anaerdbicas ou
aerobicas facultativas (Corynebacterium sp., Bifidobacteri-
um sp., Eubacterium sp., Propionibacterium sp., Clostridi-
um sp., Lactobacillus sp. e Bacillus sp.).

e Bactérias gram negativas — inclui bactérias aerdbicas
(enterobacteridceas) e anaerébicas (Bacteroides sp. e Fuso-
bacterium sp.).

e Bacilos gram negativos pleomérficos — sao indicativos
de Gardnerella vaginalis. As vezes encontram-se aderidos
as células do epitélio uretral.

e Bacilos curvos gram negativos — Sao raros e indicativos
de Mobiluncus sp.. Algumas vezes Bacteroides sp. também
apresentam esta caracteristica.

e Cocos gram negativos — sugestivos de Veillonella sp..

e Diplococos gram negativos — sugestivos de Neisseria sp.
inclusive Neisseria gonorrhoeae.

e Formas de leveduras — encontrados com freqiiéncia na
forma de hifas, esporos e conidios, com morfologia bastante
variavel. Sao sugestivos de Candida sp. e Rhodotorula sp..
e Trichomonas sp. — raramente sao encontrados.

A freqiiéncia destes microrganismos € bastante variavel.
Na maioria das amostras se detectam raros cocos gram po-
sitivos, mas, outras estruturas morfolégicas também sao
encontradas em maior ou menor freqiiéncia. Por outro la-
do, algumas amostras apresentam uma freqtiéncia bacteri-
ana elevada e, vdrios tipos morfolégicos acima descritos
sao facilmente caracterizados pelo exame bacterioscépico.
Estas informacgoes sao clinicamente relevantes, pois aju-
dam a caracterizar a bacteriospermia e a influéncia destes
microrganismos na fertilidade masculina em muitos casos.
Por isto, devem ser pesquisados e reportadas no exame.
Através do isolamento de microrganismos no sémen

A rotina ideal para o exame microbiolégico do sémen deve
abranger a investigacao de todos os principais agentes eti-
olégicos citados neste trabalho, adequada a disponibilida-
de técnica de cada laboratério. A investigacao de bactérias
aerobicas gram positivas e gram negativas, Candida albi-
cans e micoplasmas € essencial, pois estes microrganismos
sdo os mais comuns na rotina do exame. Outro procedi-
mento importante é a cultura de bactérias anaerobicas,
pois estes microrganismos sao tao comuns quanto as bac-
térias aerdbicas e micoplasmas.

Em muitos exames, isola-se uma flora polimicrobiana cons-
tituida de 2 ou mais microrganismos (na rotina deste autor,
até 7 tipos diferentes de bactérias foram identificadas em
uma Unica amostra), os quais afetam significativamente a
qualidade do sémen. Estas bactérias sao sexualmente
transmissiveis, através do coito e causam vaginites e cervi-
cites, também de etiologia polimicrobiana. Apesar de com-
plexa, a cultura de bactérias anaerobicas pode ser efetua-
da de rotina em qualquer laboratério, em um sistema de
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triagem com meios de cultura especificos (agar sangue,
agar chocolate, CDC, etc). Neste sistema de triagem, faz-
se o isolamento da colonia, que é posteriormente corada
pelo gram para identificar o tipo morfolégico presente. Ca-
da bactéria anaer6bica, gram negativa ou gram positiva,
tem suas caracteristicas morfolégicas bem definidas, que
podem ser facilmente identificadas pelo gram, as quais, na
maioria das vezes, identificam o tipo de bactéria presente,
de forma presuntiva, ao nivel do género, por exemplo, Bac-
teroides sp., Corynebacterium sp., Lactobacillus sp., etc.
Praticamente, todas as bactérias anaerdbicas podem ser
caracterizadas no exame do sémen através deste sistema
de triagem, que pode ser usado em qualquer laboratério.
Para identificacao bacteriana, testes bioquimicos (Sistema
API 20A®) também sao disponiveis.

Em relacdo a outros microrganismos tais como a Neisseria
gonorrhoeae, Gardnerella vaginalis e Chlamydia tracho-
matis, a investigacao deve ser efetuada nos casos mais
especificos, nos quais se suspeita da sua presenca, pois nao
sao muito freqiientes na rotina do exame. Trichomonas sp.
e Mobiluncus sp. sao muito raros, mas também podem ser
pesquisados de rotina. Micoplasmas também tem procedi-
mentos especificos para identificagcao como descrito em um
topico especifico deste trabalho.

CONCLUSAO

Infertilidade conjugal é um problema que afeta um ntume-
ro cada vez maior de casais em todo o mundo, o que é mo-
tivo de preocupacao, na mesma proporcao, para esp.ecia-
listas em reproducdo humana. Devido a complexidade do
problema, que envolve numerosos fatores etioldgicos no
homem, na mulher e na relacao do casal, hoje se buscam
cada vez mais alternativas de investigacao, de modo a se
obter melhores resultados, pois a infertilidade conjugal en-
volve aspectos pessoais, psicolégicos e sociais, que podem
afetar a vida de um casal. Como laboratoristas, nossa par-
ticipacdo é importante, pois muitos exames fazem parte da
rotina de investigacao de casais inférteis, tais como dosa-
gens hormonais, o espermograma e o exame microbiolégi-
co do sémen. O espermograma tem um papel decisivo nes-
ta investigacdo, pois € um exame que pode dar numerosas
informacdes sobre a atividade funcional dos érgaos geni-
tais masculinos e seus disttrbios.

Previamente, este autor reportou neste periédico, a impor-
tancia da andlise de caracteristicas esperméticas, dos flui-
dos glandulares, da funcao espermaética (testes funcionais)
e da interacao espermatozé6ide-muco cervical (2,3,5,7). Nao
menos importante é o exame microbiol6gico do sémen,
aqui abordado, devido a elevada incidéncia de diferentes
microrganismos, no trato reprodutor masculino. Ha muitas
evidéncias que estes microrganismos afetam a capacidade
reprodutiva do homem e, portanto, devem ser investiga-
dos, embora este procedimento nao faca ainda parte da ro-
tina bésica de investigacdo do casal infértil. No entanto,
um exame microbiolégico mais abrangente, como aborda-
do neste trabalho, pode ser efetuado de rotina, pois ha mu-
itos profissionais capacitados para executd-lo em nossos la-
boratérios. Eles podem estabelecer procedimentos padroes
vidveis para sua rotina, divulga-los dentro de sua comuni-
dade e ajudar muitos casais que enfrentam o drama da in-
fertilidade e a pacientes mais velhos, em relacao a prosta-
tites, segundo a experiéncia deste autor, pois a colonizacao
do sémen por determinados microrganismos é comprova-
damente nociva a fertilidade e a saide masculina.
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