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Resumen

Introduccion. Los nuevos valores de referencia pu-
blicados por la OMS han sido discutidos por varios
autores con opiniones controvertidas. La OMS pro-
pone que cada region geogrifica y cada laboratorio
deberian contar con sus propios valores de referencia.
Objetivo. Evaluar los valores de referencia de una
poblacion de voluntarios de Cordoba que habian lo-
grado el embarazo dentro de los 12 meses de biisqueda
y sus parejas estaban cursando con un embarazo no
mayor a 24 semanas (6 meses). Disefio. Prospectivo,
de cohorte. Materiales y métodos. Se estudiaron
2.487 muestras de semen, las cuales se dividieron en
3 grupos: grupo de voluntarios fértiles (GF, n=80),
grupo de pacientes que consultan por fertilidad, o sea,
fertilidad desconocida (GFD, n=2,101), y un grupo
de pacientes con factor masculino (GEM, n=306).

Los pardmetros seminales fueron evaluados segiin la
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OMS 1999. Resultados. Los valores de corte arro-
jados por las curvas ROC entre el GF y el GEM para
los pardmetros principales son: concentracion/ml =
23.33 x 10°/ml, movilidad total = 48% y morfolo-
gia espermdtica = 7%. Conclusién. Como sugiere la
OMS y varios autores, presentamos valores de referen-
cia locales para el estudio del semen que orientarian
mejor al profesional que trabaja en reproduccion.

Palabras claves. Hombres fértiles, semen huma-
no, valores de referencia, infertilidad masculina.

Summary

Introduction. The new reference values recently
published by WHO have been matter of discussion
by many authors, with controverted opinions. WHO
suggests that every region and laboratory must set
their corresponding reference values. Objective.
To evaluate reference values from volunteer men in
Cordoba city, whose partner could achieve pregnan-
¢y within 12 months, and were currently having a
pregnancy no older than 24 weeks. Design. Prospec-
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tive, cobort study. Materials and methods. 2.487
semen samples were studied, which were separated in
3 groups: Fertile volunteers Group (FVG, n=80), pa-
tients seeking fertility counseling, named Unknown
Fertility (UFG, n=2.101), and patients with Male
Factor (MFG, n=3006). Semen parameters were as-
sessed according to WHO 1999. Results. Cutoff va-
lues depicted by ROC curves between FVG and MFG
for main semen parameters were: Concentration/m!
= 23,33 x 10°/ml; Total motility = 48%; Normal
sperm morphology = 7%. Conclusion. As sugges-
ted by WHO and many other authors, we present
local reference values for semen study, which could
give a better orientation for the Fertility Physician.

Key words. Fertile men, human semen, reference
values, male infertility.

Introduccion

Alrededor del 15% de las parejas en edad re-
productiva tendrdn dificultad para concebir den-
tro del primer ano de busqueda, y en la mitad de
los casos el factor masculino serd el responsable.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMYS)
ha publicado la 5% edicién del manual para la eva-
luacién y el procesamiento del semen humano.’
Este nuevo manual es una excelente herramienta
que aporta al Laboratorio de Andrologfa una es-
tandarizacién de las técnicas en todos los labora-
torios del mundo. No solo detalla las distintas me-
todologfas a utilizar en la examinacién y manejo
del semen humano, sino que incluye ademds un
apartado sobre control de calidad y nuevos valores
de referencia para los pardmetros seminales, publi-
cados por Cooper y col previamente.”

Varios trabajos prospectivos han establecido
valores de referencia de la calidad seminal en rela-
cién a la fertilidad. '

Los nuevos valores de referencia publicados
por la OMS han sido discutidos por distintos au-
tores con opiniones controvertidas.'*" Si estos va-
lores son muy altos, un importante porcentaje de
hombres fértiles van a ser clasificados como sub-
normales, especialmente cuando se considera la
evaluacién de la morfologfa, movilidad o concen-
tracidon espermdtica.'® En contraposicién, hom-
bres sanos pueden ser investigados por infertilidad
o tratados con técnicas de reproduccién asistida
en forma inapropiada como resultado de valores
de referencia muy exigentes.?"*

Por otro lado, distintos autores critican los
nuevos valores propuestos por la OMS 2010, su-
giriendo que éstos serfan muy bajos, sobre todo
en lo referente a la evaluacién de la morfologia
espermdtica, con los cuales se podria llegar a sub-
diagnosticar un factor masculino en la pareja que
consulta por fertilidad.'*"

La OMS y Cooper y col sugieren que cada la-
boratorio deberia tener sus propios valores de refe-
rencia local para los pardmetros seminales."

Hay varias formas posibles para expresar valo-
res normales (VN) en estudios de laboratorio.

Una serfa utilizando distribucién normal o
usando método de percentilos no paramétricos. El
limite de referencia en quimica clinica es amplia-
mente aceptado que el 95% de los datos deberian
estar incluidos en el intervalo de referencia o el
percentilo 5% como limite inferior de referencia.
Estas pautas no involucran un criterio biolégico
para demarcar una subpoblacién que deberia ser
considerada anormal. La distribucién de valores es
considerada como entidad puramente estadistica,
y los términos “normal” y “anormal” simplemente
denotan una proporcién particular de uno o am-
bos extremos de la distribucién; frecuentemente
se considera el 5% o se expresa el VN como la
media + 2 SD.

Otra forma serfa la determinacién de un valor
arbitrario por un comité de expertos en la cual se
describe el rango de valores que representan biols-
gicamente la capacidad reproductiva normal.

Otra posibilidad serfa confeccionar curvas
ROC para determinar un valor de corte que dis-
crimine la poblacién fértil de la infértil.

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo del
presente trabajo fue evaluar los valores de referen-
cia de una poblacién de voluntarios fértiles de la
ciudad de Cérdoba que habian logrado el embara-
zo dentro de los 12 meses de busqueda y sus pare-
jas estaban cursando con un embarazo no mayor a
24 semanas (6 meses).

Disefio. Trabajo prospectivo.

Materiales y métodos

Se estudiaron 2.482 muestras de semen, las
cuales se distribuyeron en 3 grupos: grupo de
voluntarios fértiles (GF), grupo de pacientes que
consultan por fertilidad, o sea, fertilidad descono-
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cida (GFD), y un grupo de pacientes con factor
masculino (GFM).

Se estudié el semen de los tres grupos para su
comparacién, los cuales se detallan a continua-
cioén:

1- GF (n: 80): Eran voluntarios sanos que ha-
bian logrado el embarazo dentro de los 12 meses
de relaciones sexuales no protegidas y cuyas pare-
jas femeninas estaban cursando con un embarazo
no mayor a 24 semanas, o sea, que se analizé una
muestra lo mds cercana posible al semen que logré
la concepcién.

2- GFD (n: 2,096): varones que consultaban
por fertilidad al laboratorio de Andrologia y Re-
produccién (LAR) en el periodo febrero-diciem-
bre de 2010. Estos pacientes habian tenido rela-
ciones sexuales no protegidas por mds de un ano y
no habian logrado embarazo.

3- GFM (n: 3006): pacientes que realizaron tra-
tamientos de alta complejidad por factor masculi-
no puro cuya pareja presentaba una edad menor a
35 anos, FSH<15 mUI/ml, respuesta ovdrica nor-
mal en estimulacién (>3 ovocitos), sin diagnéstico
de esterilidad femenina.

Las muestras de semen fueron recogidas luego
de una abstinencia de 2 a 7 dias, por masturbacién
y analizadas dentro de la hora de su obtencidn.
El andlisis del semen se realizé de acuerdo a las
recomendaciones de la OMS 1999.% El volumen
seminal se determiné por técnica volumétrica. La
concentracién y motilidad espermdtica se evalué
en cdmara de Makler segin método convencio-
nal (Sefi-Medical Instrument, Haifa, Israel),** en
un microscopio con platina termostatizada. Los

espermatozoides méviles totales se clasificaron
en porcentaje de espermatozoides rdpidos y len-
tos, segiin su velocidad y trayectoria (evaluacién
subjetiva por técnicos entrenados). La morfolo-
gia espermadtica fue evaluada con criterio estricto
(CE) empleando la tincién de Papanicolaou y de
acuerdo a los criterios de la OMS.?

El LAR realiza control de calidad interno:
Coeficientes de variacién intra-operador e inter-
operador. Ademis, estd subscripto a un programa
de control de calidad externo de la UBA: Progra-
ma de Evaluacién Externa de Control de Calidad

(PEEC).

Estadistica

Los datos que presentaron distribucién normal
se informaron como media + DS y los datos no
paramétricos como mediana (rango inter quartilo;
25-75).

Para el andlisis estadistico se utilizé el progra-
ma Med Calc, y para la comparacién de los grupos
se utilizé zest no paramétrico de Mann-Whitney
para muestras independientes. Para la obtencién
de un valor de corte que discrimine poblacién
fértil de pacientes con factor masculino se utiliza-
ron curvas ROC (Receiver Operator Characteristic
Curve). Un valor de p<0.05 se consideré estadisti-
camente significativo.

Resultados

Los valores (media y mediana) de los pardme-
tros seminales de los tres grupos se detallan en la
Tabla 1.

Tabla 1. Pardmetros seminales de pacientes fértiles (GF) con fertilidad desconoci-
da (GED) y con factor masculino puro (GEM).

*GF *GFD * GFM
Edad (afios) 31.4+56 35 (32-38) 33 (31-36)
Abstinencia (dias) 4(3-5.5) 4 (3-5) 4(3-5)
Volumen (ml) 33+18 3.12.1-4.2) 3(2.2-3.8)
pH 7.6(7.5-7.7) 7.6 (7.6-7.8) 7.6 (7.6-7.7)
Concentracion/ml 56.8 (35.1-102.2) 37.7 (23.2-63.4) 18.3 (3.2-39.8)
Concentracion /eyac 181.8(123.1-333.8)  116.3 (69.4-203.7) 50.1 (8.7-114.3)
Movilidad total (A+B) 60.1 £15.7 52 (38-62) 29 (15.2-46.5)
Movilidad trasl répida (A) 51+16.3 36 (22-44) 18.5 (9-34)
Muertos % 11 (6-16) 13 (11-19) 22 (14-34)
Leucocitos/ml 0.13 (0.04-0.25) 0.2 (0.06-0.49) 0.16 (0.05-0.45
Morfologia CE 147+75 5 (2-8) 3(1-6)
Test Hipo-osmoético (HOS)  77.9+9.0 78 (72-84
Madurez nuclear 70+11.9 70 (58-78) 61+16.3
Citrico mgr % 4144 £128.7 358 (308.6-428.6) 390 (328.3-510.4)
Fructosa mgr % 328.2+133.3 285.7 (206.5-353.4) 340.4 (250.1-425.1)

*Valores con distribucién normal se informa media + DS
y los datos no paramétricos mediana (25-75, rango interquartilo). SD: sin datos.
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Los hombres (GF) que habian logrado el
embarazo dentro de los 12 meses de relaciones
sexuales no protegidas y cuyas parejas femeni-
nas estaban cursando con un embarazo no ma-
yor a 6 meses fueron elegidos como el grupo de
referencia. La distribucién de los pardmetros
seminales de esta poblacién se muestra en la
Tabla 2. Las Tablas 3 y 4 representan los mis-
mos datos para los hombres del GFD y GFM
respectivamente.

En la Figura 1 muestran los gréficos caja para
los distintos pardmetros seminales de los tres gru-
pos. En la Figura 1 se comparan los distintos gru-
pos de varones estudiados en cuanto a la concen-
tracién, movilidad total, morfologfa espermdtica.
También se observa una diferencia estadistica-

mente significativa entre los distintos grupos de
hombres estudiados en cuanto a movilidad trasla-
tiva rdpida y concentracién total/eyaculado, datos
no exhibidos.

Se realizaron curvas ROC que se muestran en
Figuras 2, 3 y 4, para los principales parimetros
seminales: concentracién/ml, movilidad total y
morfologia espermdtica CE; obteniéndose valores
de corte que discriminan muy bien la poblacién
fértil (GF) del grupo de pacientes con factor mas-
culino (GFM). El valor de corte corresponde a la
mis alta precisién; es decir, minimo falso negati-
vo y minimo falso positivo. Se obtuvieron valores
de corte con p<0.0001, para concentracién/ml =
23.33 x 10%/ml, movilidad total = 48% y morfo-
logfa espermdtica = 7%.

Tabla 2. Distribucion de valores en percentilos para pardmetros seminales de hombres fértiles (GF)
cuyas parejas presentaban menos de 6 meses de embarazo.

G. Fértiles Percentilo

N 25 5 10 25 50 75 90 95 97.5
Volumen seminal (ml) 80 06 0.8 13 21 3 43 57 6.9 7.3
Concentracion (108 / ml) 80 221 236 282 35 568 102 1839 2344 2413
Concentracion total (106 / eyaculado) 80 27.2 3092 557 116 181 315 5359 5864 7747
Movilidad total (%) A+B 80 2238 30 396 50 62 733 76 799 836
Movilidad progresiva rapida (%) A 80 1275 25 286 40 50 625 73 778 795
Formas normales CE 70 3.0 5 6 9 145 19 24 28 35.5
Muertos % 80 33 5 5 6 11 16 24 2718 297

Tabla 3. Distribucion de valores en percentilos para pardmetros seminales de pacientes con fertilidad

desconocida (GFD).

G. Fertilidad desconocida Percentilo

Volumen seminal (m)

Tabla 4. Distribucion de valores en percentilos para pardmetros seminales de pacientes con factor

masculino puro (GEM).

G. Factor masculino puro Percentilo

N 25 5 10 25 50 75 90 95 97.5
Volumen seminal (ml) 306 08 141 15 22 3 38 5 5.9 6.4
Concentracion (108 / ml) 306 0.1 0.2 04 32 183 398 554 785 957
Concentracion total (106 / eyaculado) 306 0.3 0.5 1.3 82 428 110 209.3 2551 289.6
Movilidad total (%) A+B 306 1 3 6 15 29 46.5 65 70 75
Movilidad progresiva rapida (%) A 306 1 2 37 9 185 34 50 60 70
Formas normales CE 284 0 0 1 1 3 6 11 143 174
Muertos % 306 6.2 8 11 14 22 34 429 524 629
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Figura 1. Grdficos de caja comparando diferentes pardmetros seminales entre el grupo fértil (GFE), grupo con factor mas-
culino puro (GEM) y el grupo con fertilidad desconocida (GFD). Los boxes representan el quartilo superior e inferior
(25-75) y la linea dentro de ellas la mediana. Las lineas se extienden hasta el minimo y mdximo valor. Corresponde a

un valor de p<0.0001.
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Figura 2. Curva ROC para conc/ml entre GF y GEM.
Valor de corte = 23,33 x 106/ml. Especificidad 97%,
sensibilidad 54%, drea bajo la curva 8,832. P<0.001.
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Figura 3. Curva ROC movilidad total entre GF y GEM.
Valor de corte = 48%. Especificidad 81.7%, sensibilidad
76%, drea bajo la curva 0.85. P<0.001.
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Figura 4. Curva ROC para morfologia espermdtica CE
entre GF y GFM.

Valor de corte = 7%. Especificidad 85.7%, sensibilidad
79.6%, drea bajo la curva 0.89. P<0.001.
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Discusion

El nuevo manual de la OMS 2010 publica los
nuevos valores de referencia para el semen huma-
no, los cuales fueron reportados previamente por
Cooper y col.?

Luego de su publicacién ha habido mdltiples
discrepancias en la adhesién a los nuevos valores
de referencia. En el manual también sugieren que
cada laboratorio o cada regién deberian tener
sus propios valores de referencia. Nuestro grupo
estudié hombres con fertilidad probada reciente
para poder obtener datos locales de los pardmetros
seminales. Segin normas internacionales, para
determinar valores de referencia de un determi-
nado pardmetro o compuesto biolégico, se reco-
miendan 120 determinaciones.* Si bien nuestro
trabajo no totaliza el niimero requerido, se debe
tener en cuenta que es dificultosa la recopilacién
de voluntarios - donantes debido al tipo de mues-
tra bioldgica requerida y los criterios de inclusién
a tener en cuenta. Varios trabajos utilizados para
obtener los valores de referencia en la publicacién
de Coooper y col sobre la cual se basa el nuevo
manual de la OMS 2010 no cuentan con el “N”
establecido por dichas normas.>#-3¢

Con respecto al trabajo de Cooper y col, este
trabajo ademds de contener datos de la poblacién

local, tiene la ventaja que se realiz en un mismo
laboratorio por dos operadores entrenados, con
control de calidad interno y externo, en un pe-
riodo corto de tiempo. En el trabajo de Cooper
y col, se agruparon datos de varios centros, en un
largo periodo de tiempo, y algunos laboratorios
no realizaban estrictos controles de calidad inter-
nay externa.

Varios autores han reportado que habria una
tendencia a disminuir los pardmetros seminales
de los hombres, posiblemente como resultado de
ciertos factores ambientales adversos y estilos de
vida a los cuales toda la poblacién se encuentra ex-
puesta.”?” Entre ellos la poblacién fértil también
expuesta sufrirfa una alteracién en la produccién
espermdtica y por eso se observa cémo a través de
los anos han ido disminuyendo los valores de re-
ferencia.

En cuanto a la concentracién espermdtica,
nuestro valor de corte arrojado por las curvas
ROC estarfa en acuerdo con el publicado por la
edicién anterior del manual OMS 1999.% Otros
autores proponen un valor de referencia superior
para la concentracién espermdtica. Estos autores
sugieren que por debajo de 40 x 10° espermato-
zoides /ml, disminuyen la probabilidades de em-
barazo.?*%

En cuanto a la movilidad espermdtica, si bien
el percentilo 5% de nuestra poblacién concorda-
rfa con la propuesta por Cooper y col, el valor de
corte de las curvas ROC coincide con el propuesto
por OMS 1999. Nosotros consideramos que las
curvas ROC son de mayor utilidad que el percen-
tilo 5% para poder obtener valores de referencias
de corte que nos discriminen bien la poblacién
fértil de los infértiles.

El valor de referencia de la morfologia pro-
puesto por el nuevo manual ha sido también dis-
cutido.” Si bien el valor del percentilo inferior
(percentilo 5) en nuestro trabajo es cercano al
propuesto por la OMS (4%), en las curvas ROC
obtuvimos un valor superior (7%) que discrimina
con significancia estadistica las dos poblaciones.
En un trabajo anterior de nuestro grupo en el
cual analizamos 39 voluntarios fértiles el valor de
corte de las curvas ROC para la morfologia CE
fue de 9%, pero la poblacién que utilizamos para
confeccionar las curvas fue un grupo de fertilidad
desconocida.’® Este trabajo, ademds de estudiar
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un nimero mayor de individuos fértiles, se utiliza
para obtener el valor de corte una poblacién con
factor masculino puro. Lo que se quiere lograr es
obtener un valor de corte que discrimine con la
mayor especificidad y sensibilidad posible la po-
blacién fértil de la infértil por factor masculino.

Con los nuevos valores de referencia de la
OMS 2010, siendo éstos bajos sobre todo en la
evaluacion de la morfologfa y movilidad espermd-
tica, se podria llegar a subdiagnosticar un factor
masculino. Por este motivo nosotros considera-
mos que los valores de referencia que obtuvimos
para nuestra poblacién local serfan una mejor
ayuda de orientacién para el especialista en repro-
duccién, quien debe tomar conductas terapéuti-
cas y eficaces que lleven a la pareja que consulta
por fertilidad a lograr el éxito reproductivo.

Conclusion

Como sugiere la OMS vy varios autores, pre-
sentamos valores de referencia locales para el estu-
dio del semen que orientardn mejor al profesional
que trabaja en reproduccidn.

Los valores de referencia para pardmetros prin-
cipales del semen son los siguientes: concentra-
cién/ml = 23.33 x 10°/ml, movilidad total = 48%
y morfologia espermdtica = 7%.
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