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Resumen

Introduccién: El varicocele es la causa mas importante de esterilidad masculina. A menudo €l varico-
celedegrado 1 6 2 es diagnosticado a través del andlisis del Seminograma de pacientes procedentes
de la consulta de Infertilidad.

Objetivo: La puesta a punto de dos test de laboratorio sencillos de efectuar y que orienten a ser posi-
ble al diagnéstico de varicocele en un Seminograma patol égico.

Disefio: Nuestra Unidad de Seminologia recibe el 75% de peticiones de Seminograma proveniente de
la consulta de Infertilidad del area Maternal. Se han realizado dos sencillos tests de laboratorio,: test
de Azul de Anilina (AB: Anilin Blue) y test del Naranja de acridina (AO: Acridin Orange), en un
muestra de 84 sémenes, normales y patol gicos, analizando posteriormente sus resultados y contras-
tandolos con las historias clinicas.

Resultados: El analisis estadistico de los resultados, aplicando las denominadas curvas ROC, mues-
tra que el test de azul de Anilina junto con la concentracién de esper matozoides, son los dos parame-
tros que presentan una mayor fiabilidad para orientar el diagndstico de varicocele en muestras pro-
venientes de consulta de Infertilidad.

Conclusiones. Se pone en rutina la realizacion de un test sencillo de laboratorio, €l azul de anilina
como ayuda diagnostica del varicocele y se actualiza la importancia del recuento de espermatozoi-
des, en el contexto del Seminograma.

Palabras clave: Varicocele, Test de azul de anilina (AB: Anilin Blue). Test de naranja de
acridina (AO: Acridin Orange). Seminograma.

Summary
Introduction: Varicocele is the main cause of sterility in men. One or two degree’s varicocele is often
diagnosed by semen analysis derived from Infertility Department.

Aim: The aim of this study is to perform two laboratory test, easy to carry out and which help with the
diagnosis of the varicocele in a pathological semen sample.
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Design: The seventy five percent of semen samples received in our Andrology-laboratory Area come
from Infertility Department ( Maternity Area). Two easy analytical test have been performed and up-
dated: Aniline Blue(AB) and Acridine Orange(AO) staining test. 84 samples were analysed (control
and pathological) by the study of the Semen analysis and subsequently the results were contrasted
with the clinical histories.

Results: Statistical test made by Roc curves, shows that the Aniline Blue staining test(AB) and the
sperm concentration, have a greater fiability to help the diagnosis of the varicocele in semen samples
from Infertility Department.

Conclusions: We have updated a laboratory test, the Aniline Blue staining, that is included to the rou-
tine in the semen analysis, to help to the diagnosis of varicocele. Moreover, we have revewed the im-

portance of the sperm concentration into the sSemen analysis.

Key words: Varicocele. Aniline Blue staining test. Acridine Orange test. Spermiogram

INTRODUCCION

El varicocele es la dilatacion varicosa de | as venas
esperméticas y el plexo pampiniforme por incompe-
tencia valvular venosa y aumento de la presion intra-
vascular con un reflujo retrégrado espermatico. Esta
considerado como €l factor més frecuente relacionado
con la infertilidad masculina (1-3). La incidencia en
la poblacién masculina general es aproximadamente
del 15% (4).

Diferentes teorias explican el mecanismo de este-
rilidad en el varicocele:

1. Insuficienciadel g e hipotd amo-hipofisario-testiculo.

2. Temperatura escrotal: En el varicocele hay una
elevacion de la temperatura escrotal que provoca
una disminucién de la espermatogénesis.

3. Reflujo de metabolitos suprarrenal es.

4. Hipertension venosa e hipoxia gonadal (5-7)

Se distinguen tres tipos de varicocele:
Espermatico, Cremastérico o mixto. En el 68% de los
casos €l varicocele es espermético, afectando ala ve-
na espermética internay al plexo anterior. Es mas fre-
cuente en el lado izquierdo (80-93%), debido ala ma-
yor longitud de la vena espermatica izquierda y su
anatomia desembocando en la vena renal izquierda
con valvulas incompetentes (8-10).

Se han descrito tres tipos de alteraciones en el es-
tudio hemodinéamico del varicocele:

Tipo 1: Reflujo venoso de la espermaticay comuni-
cantes.

Tipo 2: Obstruccién de la venailiaca comuln iz-
quierda con retorno venoso por la espermética
normal.

Tipo 3: Engloba a los dos anteriores.

En el teste con varicocele inciden diversas cir-
cunstancias en lesionar la linea germinal: temperatu-
ra, metabolitos toxicos, factores enzimaticos y hormona
les, hipoxia, alteraciones epididimarias e hipertension.

L os cambios histopatol égicos que se van a producir
en el teste pueden ser: cambios ultraestructurales en
las células de Sertoli, detencién incompleta de la ma-
duracion de espermatides y espermatocitos, engrosa-
miento tubular con disminucion del diametro y fibro-
sis de los tubulos, alteracion en las células de Leydig
y alteraciones en €l testiculo contralateral (11)

El diagndstico principalmente del tipo 1 es aveces
controvertido y su relacion con el seminograma sigue
siendo un enigma. La valoracién del paciente con va-
ricocele debe implicar una historia clinica exhaustiva
incluyendo antecedentes reproductivos, una explora-
cion testicular y examen fisico y exploraciones com-
plementarias tipo ecografias, termografia y analisis
hormonales y con un minimo de dos Seminogramas.

En el andlisis del semen podemos encontrar: oli-
gospermia, astenospermia, teratospermia, incremento
de formas inmaduras y otras alteraciones.

Como ayuda diagnostica del varicocele, en este
estudio proponemos dos tests de laboratorio adiciona-
les: El Test de Naranja de Acridina que halla, me-
diante recuento manual previa tincién con naranja de
acridina, el porcentgje de formas que presentan frag-
mentacion del ADN mediante la ayuda de un micros-
copio fluorescente. El segundo test propuesto es €l
Test de Azul de Anilina que se utiliza para apreciar €l
grado de maduracién nuclear de los espermatozoides
y se determina con ayuda de un microscopio éptico y
latincion previa de la muestra con azul de anilina.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes:

Se realizé un estudio transversal de 84
Seminogramas, siguiendo la normativa de recogida
gue indicala OMS (12), de los cuales 41 procedian
de consultas externas de Infertilidad, 42 pacientes de
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la consulta de Urologia, de los que 30 presentaban el
diagndstico de varicocele.

M étodos;

Tincién de Naranja de Acridina: Se fundamenta
en la fluorescencia verde que produce el fluorocromo
naranja de acridina cuando se une al ADN de doble
cadenay normal y fluorescencia roja cuando se une a
ADN desnaturalizado (cadena sencilla). Se realiza
mediante recuento manual del porcentaje de formas
gue presentan ADN fragmentado. El estado del ADN
del esperma es un indicador de potencial de fertili-
dad.

L a técnica puede realizarse con semen fresco o
muestra procedente de un swim-up y se ha efectuado
una adaptacion propia del método de TejadaR et al. y
modificaciones posteriores (13-16).

Se extienden 10 microlitros de semen en un porta
y se fija con etanol a 96 % durante 20 minutos. La
tincion de naranja de acridina se prepara en tampoén
citrico-fosfato a pH 3,5 (13). Se tifie durante 5 minu-
tosy se lava en agua destilada. Una vez seco, se pro-
cede a la lectura en microscopio de fluorescencia.
Este recuento valora el porcentaje de fragmentacién
del ADN, a 200 elementos.

Se ha efectuado una evaluacion del método de la-
boratorio y ha presentado una imprecision media in-
tradia de 15,81% con un rango entre 4,6 y 22,4%.
Dado la carencia de controles no se ha podido evaluar
lainexactitud, pero se han realizado alo largo del es-
tudio diversas extensiones de un pool de sémenesy
procesado como control interno del proceso de tin-
cion, paralelamente a las muestras procesadas. El va-
lor de referencia del método se ha establecido en una
muestra de 39 sémenes normales, encontrandose una
media de 8,5% con un intervalo de confianza del 95%
de 7-12%, asi valores superiores al 12% se conside-
ran patol 6gicos.

Tincion de Azul de Anilina: En mamiferos el
empaquetamiento del ADN durante la transformacion
de espermatides a espermatozoides implica la sustitu-
cion de proteinas tipo histonas por proteinas béasicas
ricas en argininay cistina, denominadas protaminas.
Durante el paso através del epididimo se forman
puentes disulfuro entre las protaminas y residuos de
cisteina, asegurando una condensacion estable del
complejo de nucleoproteina. Asimismo, el Zinc esta-
biliza la condensacién nuclear del espermatozoide,
intercaldndose entre grupos amino libres de la argini-
nay grupostiol libres de la cisteina. Cuando el esper-
matozoide penetra en el ovocito, se produce la des-
condensacion de la cromatina nuclear y se desintegran

las membranas de la cabeza, se pierde e Zinc nuclear
y se rompen |los enlaces disulfuro entre proteinas.
Alteraciones de la condensacién de la cromatina pue-
den estar ligadas a una persistencia de las proteinas
histonas y por tanto, un aumento de formas inmaduras
gue causariainfertilidad. El Azul de Anilina se une es-
pecificamente a residuos de lisina de las histonas.

Latécnicade laboratorio puede redlizarse con semen
fresco 0 muestra procedente de un swim-up. Se ha efec-
tuado una adaptacién propia del método de Terquem A.
et a. y modificaciones posteriores (17-19).

Se extienden 10 microlitros de semen en un porta
y se fija con etanol a 96 % durante 20 minutos. La
tincion de naranja de acridina se prepara en tampdn
citrico-fosfato a pH 2,5 (19). Se tifie durante 1 minuto
y se lava en agua destilada. Una vez seco, se procede
alalectura en microscopio 6ptico con objetivo de in-
mersién, evaluando el porcentaje de formas inmadu-
ras a 200 elementos.

Se ha efectuado una evaluacion del método de la-
boratorio y ha presentado una imprecision media intra-
dia de 17% con un rango entre 6-26%. Dado la caren-
cia de controles no se ha podido evaluar la inexactitud,
pero se han realizado a lo largo del estudio diversas
extensiones de un pool de sémenesy procesado como
control interno del proceso de tincién, paralelamente a
las muestras procesadas. El valor de referencia se ha
establecido con una muestra de 39 sémenes normalesy
se ha encontrado un valor medio de 12% con un inter-
valo de confianza del 95% de 9-18%, valores superio-
res al 18% se consideran patol 6gicos.

Seminograma: Se ha realizado siguiendo la nor-
mativa de laOMSy de la ESHRE. Efectuando €l con-
taje de espermatozoides en camara de Neubauer
Imprové por duplicado y contando 200 espermatozoi-
des; la motilidad, manualmente segin la OMS a 37°C,
también a 200 espermatozoides y el andlisis de la vita-
lidad con el método recomendado por la OMS de
Eosina-Nigrosina. Finalmente el estudio de la morfolo-
gia, siguiendo € criterio de Kruger (VN>15%) (20), se
ha realizado con la ayuda del método rapido de tincion
Diff Quick (Allegiance Healthcare Corp,McGraw
Park,IL ) a 200 espermatozoides.

RESULTADOS

En una muestra de 83 pacientes a los que se les
solicitaba el Seminograma se han realizado |os tests
de Azul de anilina (AB: Anilin Blue) y Naranja de
acridina (AO: Acridin Orange). Del total de muestras,
41 procedian de la Consulta externa de Fertilidad del
Area Maternal y 42 de la Consulta externa de
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Urologia del Hospital General, de los que 30 habian
sido diagnosticados de varicocele en sus diversos es-
tadios.

De las 83 muestras analizadas, 41 presentaban un
seminograma que segun los criterios de la OMS 2000
(12) y el de Kruger (20) para la morfologia
(VN>15%), se podian clasificar como normales. El
otro grupo de 42 pacientes presentaban alteraciones en
alguno o varios de |os parametros del Seminograma.

En la Tabla 1 se muestran las medias de los par&
metros citolégicos del Seminogramay de los dos
tests de Azul de anilinay Naranja de acridina por
procedencias, normales y anormales y con diagndsti-
co de varicocele.

Queremos establecer cual es el parametro que me-
jor nos puede ayudar en el diagndstico de varicocele,
ya que segun la bibliografia consultada es dispar al
respecto. Algunos autores sefidan la aparicion de es-
permatozoides alargados (tapering), como caracteris-
tica diagnodstica del varicocele. Mientras, otros auto-
res plantean como diagnostico del varicocele la
aparicion de células germinales, €l recuento de esper-
matozoides disminuido, etc (7-9).

Hemos estudiado un grupo de 30 varicoceles per-
fectamente diagnosticados y se ha hallado de cada pa-
rdmetro del Seminogramay de |os nuevos tests, la
sensibilidad, especificidad y calculado las curvas
ROCYVy el &eabajo lacurva (AUC).

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos
y su representacion gréfica (Fig. 1) considerando co-

mo patoldgico el parametro que sobrepase el valor
normal establecido por la OMSy Kruger y en los
tests de Azul de anilina valores superiores al 18% y
en el test de Naranja de acridina valores superiores a
12%.

Para el andlisis de estos resultados estadisticos se-
guiremos las indicaciones que nos muestran varios
autores para su interpretacion. Swets et al (21) y otros
autores (22-25), interpretan que unos valores de Area
bajo la curva (AUC) entre 0,5 y 0,7 indican una baja
utilidad diagnostica, valores de AUC entre 0,7 y 0,9,
pueden ser de utilidad diagnostica y valores superio-
res a 0,9 indican una gran exactitud clinicay fiabili-
dad diagndstica del test. Este criterio permite ademas
la estimacién del intervalo de confianza del 95% (1C)
del AUC que seguin estos autores, si €l IC dela AUC
incluye el valor 0,5, el test no es capaz de distinguir
entre normal y anormal, en cambio valores del IC su-
periores y que no engloban el valor 0,5 indican su po-
sible utilidad diagndstica. Segun indican otros auto-
res, el mejor criterio cuando se quiere comparar
varios tests diagnosticos, es el que presenta el area
mas grande bajo la curva (mayor AUC). Es posible
también estudiar la diferencia significativa entre dos
AUCs por la prueba no paramétrica de Mann-
Whitney (23-25).

El andlisis de los resultados preliminares de la
Tabla 2, aplicando los criterios expuestos, indican
gue en el grupo de los varicoceles, de todos los para-
metros estudiados los que presentan mayor fiabilidad

Tabla1

Mediasy desviacion estandar de los pardmetros del Seminogramay lostestsde AO y AB por procedencia, normalidad y grupo patol 6-

(Rec/eya: Recuento de espermatozoides por eyaculado; Mot: Clasificacion de la Motilidad espermética; Vit: Vitalidad; Mor Nor:
Recuento de Espermatozoides con morfologia normal; AO: Tincidn de Naranja de Acridina; AB: Tincion de Azul de Anilina)

gico delos varicoceles.

N Vol(ml) pH Rec/eya Mot(ath) Mot(c+d) %vit %mor %A0 %AB
(sd) (sd) (sd) (sd) (sd) (sd)  Nor(sd) (sd) (sd)
3,68 7,57 233 47 53 59 24 15 20
Fertilidad 41
(3.7) (0.33) (265) (21.04) (21.25) (14.09) (11.26) (10.6) (9.10)
3,02 7,59 117 42 58 56 19 13 25
Urologia 12
(1.75) (0.29) (141) (19) (18.9) (17.1) (15.02) (10.25) (14.65)
3,77 7,55 258 58 42 66 29 11 20
Normal 41
(1.88) (0.33) (263) (13.4) (13.85) (10.4) (13.4) (6.65) (8.75)
2,93 7,61 88 31 69 49 14 17 25
Anormal 42
1.72) 0.3 (108) (15.9) (15.9) (15.3) (8.9 (12.2) (2.3)
2,85 7,6 115 42 58 54 19 14 27
Varicocele 30
(1.73) 0.3 (242) (18.8) (18.69) (17.6) (13.5) (10.8) (15.5)
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Tabla 2
Valor diagndstico de cada test en el varicocele. (* parametro estadisticamente significativo)

Sensibilidad % Especificidad % AUC I1C del 95%

Rec Mill/eyaculado 48.3 10.6 0.688 0.558- 0.818

Motilidad(a+b)(%)OMS 69.0 46.8 0.611 0.481-0.741

Vitalidad (%) 37.9 27.7 0.551 0.416 - 0.686

Morfologia Normal (%) 51.7 31.9 0.599 0.466 - 0.732

AO (Acridin-Orange) (%) 51.7 4.7 0.535 0.401 - 0.669

AB (Anilin-Blue) (%) 75.9 53.2 0.613 0.501 - 0.742
varicocele, ya que no presenta diferencias significati-

100 P vas respecto al grupo normal.
A ) Se harealizado un estudio retrospectivo de las his-
e = Parametros torias clinicas de fertilidad y hemos encontrado que
' '// Dlhgnéstico Ref de los 41 pacientes estudiados, en tres de ellos se
g 7 A diagnostico con posterioridad un varicocele, estando
5 50 // _TA'EAO en dos de estos pacientes, alterado como novedad, el
i /7 Vitalided test de azul de anilina. Calculando la sensibilidad, se
- 75 Test AB obtiene un valor de 47,2% y una especificidad de
25 /’ Vol dad 52,8% y calculando la curva ROC (Fig. 2), nos mues-
4 — trauna AUC de 0,736 y un IC del 95% de 0,528-
4 Morfologia 0,944.
Rec (Mill/Eyac)
0,00 | [ |
000 & S0 B 100 CONCLUSIONES
1- Especificidad

Figural El varicocele es la causa clinica de mayor inciden-

Curvas ROC parametros seminograma, test AO y AB

diagndstica por tener una mayor AUC y con un IC
gue no engloba el valor 0,5, son el Recuento de es-
permatozoides por eyaculado con una AUC de 0,688
e IC del 95% de 0,558-0,818 y los resultados de Azul
de anilina que presentan una AUC de 0,613 e IC del
95% de 0,510-0,742.

Establecidos los pardametros méas adecuados para
el diagndstico de varicocele, la segunda parte de este
trabajo ha sido un andlisis estadistico comparativo de
este grupo de varicoceles con una muestra de 41 pa-
cientes con seminograma normal y en especial de los
nuevos test actualizados de azul de anilina'y naranja
de acridina. Para efectuar este andlisis estadistico se
ha aplicado |a prueba de t de Student a las medias de
todos los parametros entre el grupo de pacientes con
Seminogramas normal y el del varicocele. Este anali-
sis ha mostrado que sélo existen diferencias significa-
tivas en las medias de los pardametros del test de azul
de anilina con unat=-2,344 y una p= 0,022 y en €l
contaje de espermatozoides por eyaculado con unat=
2,383 y una p= 0,020. Con respecto al nuevo test de
AO no parece ser adecuado para el diagnostico del

cia de lainfertilidad masculina. Su diagndstico es
mayoritariamente clinico, siendo la historiay la ex-
ploracion testicular los maximos exponentes. Sin em-
bargo, la incidencia cada vez mayor de varicoceles no
diagnosticados, ya sea por su estadio o por su poca
expresividad clinica, en nuestras consultas de
Fertilidad, ha motivado la realizacién de este trabajo
de revision de la utilidad diagnéstica de los parame-
tros del Seminogramay la puesta en marchay actua-
lizacion de dos tests: el azul de anilina (AB, anilin
blue) y el test de acridina (AO, acridin orange). Dos
pruebas economicas y de facil realizacion, ya que
consisten en dos tinciones del frotis del semen con
los colorantes descritos y lectura posterior en micros-
copio Optico y fluorescente.

El estudio técnico de laboratorio de la actualiza-
cion de estos tests, nos ha mostrado para el AB unos
coeficientes de variacion entre 6 'y 24%, establecien-
do el vaor de referencia con una muestra de 41 séme-
nes normales entre 9 y 18%, valores superiores al
18% se consideran patol6gicos. Respecto al test de
AO, muestra unos coeficientes de variacion entre 5y
22% estableciendo el Valor de referencia con una
muestra de 41 sémenes normales entre 7y 12 %, va
lores superiores a 12% se consideran patol 6gicos.
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Curva ROC Test de Azul de Anilina.

En un grupo de 30 varicoceles perfectamente
diagnosticados se ha estudiado, aplicando métodos
estadisticos avanzados como las curvas ROC y AUC
con su IC del 95%, la fiabilidad diagndstica de los
parametros del Seminogramay de los dos nuevos
test. Se ha comprobado que el recuento de espermato-
zoides presenta una AUC de 0,688 e IC del 95% de
0,558-0,818 y los resultados del test de Azul de anili-
na presentan una AUC de 0,613 e IC del 95% de
0,510-0,742, se podrian considerar los dos tests de
mayor fiabilidad diagndstica del varicocele, mientras
gue los resultados del nuevo test AO, no son estadis-
ticamente significativos ni aportan una mayor sensi-
bilidad diagndéstica, en comparacion con los demas
pardmetros del seminograma.

La positividad del test de Azul de anilina en los
varicoceles, parece estar relacionado fisiopatol 6gica-
mente con la alteracién en el recambio de protaminas
y histonas gque se produce en el epididimo, y que pro-
piciala correcta compactacion del DNA en el proceso
de maduracién de los espermatozoides. En estos pa-
cientes diagnosticados de varicocele podria verse
afectada la maduracion y producir la positividad del
test de Azul de anilina como indican algunos autores
(26, 27).

El estudio estadistico comparativo mediante la t
de Student de los parametros que mejor parecen ayu-
dar en el diagnéstico del varicocele, se ha realizado
con 42 pacientes que presentaban un Seminograma
normal y en los que también se realizaron los dos

nuevos tests. Este andlisis ha mostrado también, que
solo existen diferencias significativas en las medias
de los pardmetros del test de azul de anilinay €l con-
taje de espermatozoides por eyaculado. Con respecto
a nuevo test de AO no parece tampoco ser adecuado
para el diagndstico del varicocele, ya que no presenta
diferencias significativas respecto al grupo normal.
Luego estos resultados nos indican que los varicoce-
les se podrian diferenciar y detectar de los pacientes
normales, cuando el recuento presente valores anor-
malesy los resultados del test de azul de anilina sean
superiores a 18%. Luego estos resultados nos indican
que los varicoceles se podrian diferenciar y detectar
de los pacientes normales, cuando presenten valores
anormalmente bajos en el recuento de espermatozoi-
desy el resultado del test de azul de anilina sea supe-
rior a 18% de formas inmaduras. Finalmente queda
demostrado que el test de azul de anilinay el recuen-
to de espermatozoides, son |os pardmetros mas fia-
bles para detectar el varicocele.

La fase final del trabajo ha consistido en la revi-
sion de las 41 historias clinicas de |a consulta de
Fertilidad, en tres de estos pacientes fue diagnostica-
da con posterioridad la presencia de un varicocele,
estando en dos de €llos, alterados €l recuento y el test
de azul de anilina.

A lavista de estos resultados estadisticos y con
los criterios expuestos, creemos que queda demostra-
dalautilidad clinica del test en el diagndstico del va-
ricocele en una poblacion de pacientes de consultas
externas de Fertilidad.

Por todo lo expuesto propugnamos la realizacion
del test de Azul de anilina, un test econémico y de fa-
cil realizacién, ya que solo requiere la extension de
un frotis y su posterior tincién con el colorante'y pos-
terior lectura al microscopio 6ptico, a todos los pa-
cientes de Fertilidad que presenten un Seminograma
anormal, en especial el parametro de recuento de es-
permatozoides, como ayuda diagnéstica del varicoce-
le, la causa mas comun de infertilidad masculina.
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