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Resumen.- OBJETIVO: El propdsito de este estudio
fue determinar la prevalencia de los diferentes microor-
ganismos aislados del fracto urogenital de hombres in-
fertiles y evaluar si existen diferencias en los pardmetros
seminales segun la presencia o ausencia de infecciones
genifales.

METODOS: Se analizaron en forma refrospectiva los
parédmetros del semen en 280 muestras de hombres in-
fértiles de acverdo a los criterios de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS 2010). El andlisis micro-
biolégico se realizé segin modificacién del método de
Stamey-Meares propuesta por Santoianni et al.
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RESULTADOS: los estudios microbiolégicos mostraron
ausencia de microorganismos o presencia de coloni-
zantes habituales no jeraquizables en el 6.7,86% (GRU-
PO 1) de las muestras, y presencia de al menos un
patégeno o patégeno potencial en 32, 14% del tofal
(GRUPO 2). No se observaron diferencias significati-
vas en volumen de eyaculado (p=0,353), valor de
pH (p=0,801), movilidad (p>0,30), concentracién de
4cido citrico (p=0,383) v viscosidad (p=0,948) entre
los dos grupos. El recuento relativo de espermatozoi-
des en los pacientes infectados fue significativamente
menor que en aquellos que no presentaban patégenos
[p=0,05). Se evalué ademds el indice de teratozoos-
permia (IT). las muestras de pacientes con infeccién pre-
sentaron valores de IT mayores (p<0,0001).

CONCILUSIONES: Un fercio de la poblacién estudia-
da presentd infecciones genitales. En base a nuestros
resultados, consideramos fundamental la realizacién de
un espermocultivo en las primeras etapas del estudio
del paciente infértil para contribuir a un adecuado trata-
miento de la pareja con fallas reproductivas.

Palabras clave: Inferfilidad masculina. Infeccio-
nes genitales. Pardmetros seminales.

Summary.- OBJECTIVE: The purpose of this study was
fo determine the prevalence of different microorganisms
isolated from the urogenital fract of infertile men
and assess whether there are differences in semen
parameters according fo the presence or absence of
genifal infections.
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METHODS: 280 semen samples from infertile men
were studied refrospectively. Semen parameters were
analyzed according to the World Health Organization
criteria (WHO 2010). Microbiological analysis was
performed using the modified method of Stamey and
Meares proposed by Santoianni et al.

RESULTS: Microbiological studies showed absence of
microorganisms or presence of usual colonizing flora in
67.86% of the samples (GROUP 1) and presence of at
least one pathogen or potential pathogen in 32.14%
(GROUP 2). No significant differences in ejaculate
volume (p=0.353), pH valve (p=0.801), motility
(p>0.30), citiic acid concentration [p=0.383) and
viscosity (p=0.948) were observed between the two
groups. The relative sperm count was significantly lower
in infected patients than in those without pathogens
(p=0.05). Teratozoospermia index (TZI] was evaluated.
Samples of infected patients showed TZI valves higher
than patients without microorganisms or normal genital

fract flora [p<0.0001).

CONCLUSIONS: A third of the studied population had
genifal infections. Based on our results, sperm culture
may be considered in the early stages of the study of the
infertile patient. Early diagnosis of an infectious disease
could be useful for a suitable treatment for couples with
reproductive failure.

Keywords: Male infertility. Reproductive tract

infections. Seminal parameters.

INTRODUCCION

Los procesos infecciosos e inflamatorios del
tracto genital masculino son de gran preocupacién
para los médicos e investigadores en el campo de
la medicina reproductiva debido a sus potenciales
efectos sobre la fertilidad. Muchos de los patége-
nos implicados causan enfermedades serias en las
glandulas anexas y epididimo y se ha verificado su
transmisién a través de los procedimientos de insemi-
nacién (1, 2).

Los hombres pueden albergar infecciones
subclinicas durante periodos prolongados de tiempo.
Aunque no siempre estan claros los mecanismos pa-
togénicos implicados a nivel celular, de alguna forma
se ve alterada la calidad del semen, sea por accién
directa del microorganismo o produccién de induc-
tores de inflamacién y especies oxigeno reactivas
como también a través de la estimulacion de forma-
cién de anticuerpos antiespermaticos (3, 4).
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En el tracto genital masculino la Gnica zona
colonizada es la uretra anterior, desde alli algunos
microorganismos pueden ascender y desencadenar
una infeccién al alcanzar sitios estériles o aumentar
su virulencia. Los patégenos que no forman parte de
la biota habitual (Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia
trachomatis) poseen factores de virulencia que le per-
miten desarrollar patologias independientemente de
su recuento.

Estudios recientes sobre la microbiota del se-
men demuestran que tanto en hombres sanos como
infértiles existe un elevado nimero de microrganis-
mos. El estudio de estas comunidades parece mostrar
perfiles diferentes entre los dos grupos (5).

Los principales microorganismos relaciona-
dos a estas infecciones son Escherichia coli, Entero-
coccus faecalis, micoplasmas y Chlamydia (3,6).

OBIJETIVO

El propésito de este estudio fue determinar
la prevalencia de los diferentes microorganismos
aislados del tracto urogenital de hombres infértiles y
evaluar si existen diferencias en los pardmetros semi-
nales segln la presencia o ausencia de infecciones
genitales.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron en forma retrospectiva 280
muestras de semen de hombres cuyas edades osci-
laban entre 20-45 afios (media 33) que consultaron
por desérdenes en la fertilidad durante el periodo
2014 a 2015 en el Servicio de Reproduccién del
Hospital Escuela “Eva Perén” de la ciudad de Gro-
nadero Baigorria, Santa Fe, Argentina. Los pacientes
incluidos en el estudio presentaban al menos un paré-
metro seminal por debajo del limite de referencia in-
ferior recomendado por la OMS (2010) (7). Ninguno
de ellos presentaba sintomas de infeccién urogenital.
Los hombres con trastornos endécrinos fueron exclui-
dos del estudio.

El andlisis de semen y la identificacién micro-
biana se realizaron en el mismo eyaculado, segin el
protocolo de nuestro Servicio de Reproduccién. Se
consideraron los resultados hallados en la primera
muestra de semen evaluada en nuestro Laboratorio.
Los pacientes presentaron diversos diagnésticos: in-
fertilidad primaria: 214 (76,43%), varicocele en
distinto grados: 48 (17,14%); oligoastenoteratozoos-
permia (OAT): 8 (2,86%); prostatitis: 4 (1,43%); tu-
mor testicular: 4 (1,43%); criptorquidia: 2 (0,71%).
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Las muestras se dividieron en dos grupos:

G1: Semen de pacientes con microorganismos paté-
genos cualquier recuento o colonizantes habituales
en recuento =1 logio respecto al primer chorro de
orina.

G2: Semen de pacientes sin microorganismos o con
colonizantes habituales (flora normal) en recuento
<1 logio respecto a la orina de primer chorro (o sin
infecciones).

Todas las muestras se obtuvieron previo con-
sentimiento de los pacientes después de haber sido
informados de las caracteristicas del estudio, contan-
do con autorizacién y aval del Comité de Etica insti-
tucional.

De acuerdo a las instrucciones recibidas, los
pacientes contaban con 48 - 72 horas de abstinencia
sexual y se les solicité lavarse las manos y los genita-
les externos previo a la eyaculacién (3,8).

Se analizaron los pardmetros del semen de
acuerdo con el Manual de la Organizacién Mundial

de la Salud (OMS 2010) (7). Para la observacién
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de morfologia de células espermaticas se usé la téc-
nica de tincion de Hematoxilina/Eosina-Floxina y
para el recuento de espermatozoides en cdmara de
Neubauer una dilucién 1/20 en solucién de Diluyen-
te Mac Comber y Saunders (Bicarbonato de sodio
0,5% P/V en solucién acuosa de formol 0,5% V/V).

Ademés de la evaluacién de la morfologia,
se determiné el indice de teratozoospermia (IT),
como se describe en el Manual de la OMS 2010
(7,9). EL'IT forma parte del protocolo de estudio de
nuestro Servicio de Reproduccién; es un indicador
del nimero de anormalidades presentes por cada
espermatozoide anormal. De acuerdo al manual de
la OMS 2010, cada espermatozoide anormal pue-
de tener una a cuatro anormalidades: anomalia de
cabeza, anomalia de cuello/pieza media, anomalia
de cola o presencia de gota citoplasmética. Estas
anormalidades pueden presentarse como un Unico
defecto o en combinacién de dos, tres o las cuatro
anomalias simulténeamente. Los valores del indice
de teratozoospermia estdn comprendidos entre 1,00
(cada espermatozoide anormal tiene un Gnico de-
fecto) y 4,00 (cada espermatozoide anormal tiene
defectos de cabeza, pieza media, cola y gota cito-
plasmética).

Tabla I. Distribucion de microorganismos en las muestras de semen.

Microorganismo/s Cantidad de pacientes Porcentaje
Chlamydia trachomatis 9 3,21%
Chlamydia trachomatis y Staphylococcus aureus 3 1,07%
Staphylococcus aureus 7 2,50%
Staphilococcus coagulasa negativa 9 3,21%
Con al menos Enterobacterias 19 6,79%
un patégeno Enterococos 6 2,14%
Mycoplasma hominis 6 2,14%
Ureaplasma urealyticum y Mycoplasma hominis 7 2,50%
Ureaplasma urealyticum y Staphylococcus aureus 5 1,79%
Ureaplasma urealyticum 19 6,79%
Sin Microorganismos o colonizantes habituales no jerarquizables® 190 67,86%
Total general 280 100%

a.Se considera muestra sin microorganismos, o con colonizantes habituales en bajo recuento; siendo éstos: Staphylococcus coa-
gulasa negativo; Streptococcus grupo viridans; Enterococcus spp; especies de Neisseria spp.; bacilos difteroides; Gardnerella

vaginalis; Acinefobacter spp.; efc.
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Estudios Microbiolégicos

De acuerdo a lo propuesto por Santoianni
et al. (3,10) se estudiaron muestras de primer chorro
de orina y semen, diluido al medio para disminuir
inhibidores, en agar-sangre, agar chocolate y agar
Thayer-Martin (CO2) y agar cisteina —lactosa deficien-
te en electrolitos (CLDE).

Se consideraron positivas aquellas muestras
de semen que presentaron un recuento de colonias
=1 logio respecto al primer chorro de orina.

El diagnéstico de infecciones por micoplas-
mas se llevd a cabo por técnica semicuantitativa en
caldos selectivos y diferenciales. Se consideraron po-
sitivas aquellas muestras de semen que presentaban
un recuento =1 logio del primer chorro miccional.

Investigacion de Chlamydia trachomatis en semen

Se realizé por Inmunofluorescencia directa
con anticuerpos monoclonales contra la proteina ma-
yor de la membrana externa (MOMP).

Metodologia estadistica

Para estudiar la asociacién entre variables
cualitativas se utilizé la prueba Chi-cuadrado, exacta
de Fisher, t de Student o Prueba U de Mann-Whitney
segin corresponda.

RESULTADOS

Los estudios microbiolégicos mostraron au-
sencia de microorganismos o presencia de coloni-
zantes no jeraquizables en el 67,86% (GRUPO 1) de
las muestras, y presencia de al menos un patégeno o
patbégeno potencial en 32,14% del total (GRUPO 2).
La prevalencia de los microorganismos aislados se
presenta en la Tabla I.

No se observaron diferencias significativas
en volumen de eyaculado, valor de pH, viscosidad,
movilidad, morfologia y concentracién de acido citri-
co entre los distintos grupos:

Viscosidad

La asociacién entre la viscosidad y la pre-
sencia de infeccién se evalué con una prueba %2 de
independencia. No se encontré asociacién significa-
tiva entre ambos criterios. (x2 = 0,107; p = 0,948).
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pH

Para el andlisis estadistico del pH de las
muestras se realizé la prueba t de Student para datos
independientes. No se observaron diferencias esta-
disticamente significativas en el pH seminal de las
muestras de pacientes infértiles con y sin infeccion.
Media aritmética + error estandar (7,73 + 0,075;
7,75 £ 0,037 respectivamente) t = 0,253; p =0,801.

Movilidad

Para evaluar la asociacion entre la movilidad
espermdtica y la presencia de infecciones se utilizé el
test exacto de Fisher.

la movilidad se categorizé en reducida
y normal. No se observé asociacién significativa
(p=0,100) entre ambos criterios. En el caso de las
muestras provenientes de pacientes con infeccién el
55,8% presenté movilidad reducida, valor que fue
del 40,2% en el caso de muestras provenientes de
pacientes sin infeccién.

Concentraciéon

Para la comparacién de los valores medios
del n® de espermatozoides/mlL de G1 y G2 se aplicd
la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para
dos muestras independientes.

G1: Me: 25 millones de espermatozoides/mL (12 mi-
llones — 80 millones).

G2: Me: 45,5 millones de espermatozoides/ml
(15 millones — 107 millones).

Se observd que el valor mediano de esper-
matozoides por mililitro en pacientes con infeccion es
menor que en los no infectados (p=0,05). Hay dife-
rencia significativa.

Morfologia

En los dos grupos estudiados se observa
un alto porcentaje de espermatozoides anormales;
este porcentaje es mayor en el grupo que presenta
infecciones pero no es estadisticamente significativo
(p=0,53).

indice de Teratozoospermia

Las muestras de pacientes con infeccion pre-
sentaron valores de IT mayores (p<0,0001).

Considerando los grupos de pacientes estu-
diados, se realizé la prueba t de Student para datos
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Indice de Teratozoospermia

Sin Infeccion (G2)

Con Infeccion (G1)
Pacientes

Figura 1. Distribucién del Indice de teratozoospermia
en hombres infértiles con y sin infecciones genitales.

independientes y se observé que la presencia de in-
feccion afecta muy significativamente el valor prome-
dio del IT (Figura 1).

a. Los valores de IT se expresan para pacientes con
infeccion (G1) como: media aritmética + error estdn-

dar: 1,74 + 0,045

b. Los valores de IT se expresan para pacientes sin
infeccién (G2) como: media aritmética + error estdn-

dar: 1,20 £ 0,019

Parametros estadisticos (¢ de Student): t=13,33;
(p<0,0001)

DISCUSION

Existen grandes controversias en cuanto a la
contribucién de la bacteriospermia a la infertilidad
(11-13). Los microorganismos sefialados como causa
de desmejoramiento en la calidad del semen poseen
diferentes factores de virulencia que podrian interferir
en distintos estadios del proceso reproductivo. La va-
riaciéon individual del microbioma, las diferencias de
edad, patologias de base, los criterios de inclusién y
exclusién de los pacientes ademds de variacién en
los tamafos muestrales y metodologia aplicada en

los distintos estudios hace dificil la comparacién entre
ellos. Muchas de las infecciones genitales son asinto-
méticas y por lo tanto no son tratadas ni estudiadas.
Sin embargo existen evidencias que un tratamiento
especifico y prolongado logra curacién microbiolé-
gica y mejora los pardmetros espermdticos en un im-
portante porcentaje de los pacientes (14,15).

En las muestras de semen de los 280 pacien-
tes estudiados se caracterizaron algunos parédmetros
espermdticos y los patégenos presentes. Mas del
30% de los pacientes presentdé microorganismos (al
menos un patégeno demostrado o potencial). Estos
resultados son comparables con los obtenidos por
otros autores (6,3,16,17). La prevalencia de los mi-
croorganismos aislados se presenta en la Tabla I. En-
contramos un leve predominio de Ureaplasma urea-
litycum como Gnica flora o acompafiado por ofros
microorganismos, seguido por enterobacterias, datos
similares a los de Nifiez Calong (17). Otros grupos
encontraron prevalencia de enterobacterias y entero-

cocos (6, 3,12,13).

El predominio de pacientes j6venes en nues-
tro estudio podria explicar esta diferencia ya que en
mayores de 35 afios comienza a aumentar la fre-
cuencia de compromiso prostatico y el aislamiento de
microorganismos entéricos.

Ofros autores observaron alteraciones en
algunos pardmetros seminales en pacientes con in-
fecciones (18-20). En nuestro estudio los pacientes
en los que se aislaron patégenos presentaron dismi-
nucién de la movilidad y un marcado aumento del IT
(no evaluado en la bibliografia consultada) respecto
a los que no presentaban microorganismos, mientras
que no se vieron afectados otros pardmetros. El estu-
dio de los parémetros para cada microorganismo en
particular podria cambiar estos resultados debido a
su diferente mecanismo de accién en el tracto genital

(21-24).

CONCLUSIONES

Un tercio de la poblacién estudiada presentd
infecciones genitales. Las alteraciones observadas en
los distintos pardmetros evaluados justifican la rea-
lizacién de un espermocultivo en las primeras eta-
pas del estudio del paciente infértil. El diagnéstico
precoz de una patologia infecciosa podria colaborar
con un adecuado tratamiento de la pareja con fallas
reproductivas. Nuestro protocolo de estudio incluye
en la primera muestra de semen, ademds de un es-
permograma, un espermocultivo. Incluimos también
en nuestro protocolo de estudio la evaluacién del IT.
Al igual que otros autores (9), consideramos que el
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estudio detallado de las anomalias morfolégicas es
de mayor utilidad que la simple observacién del por-
centaje de espermatozoides normales como predic-
tor de fertilidad tanto in vivo como in vitro.

Aunque en un primer momento pareciera
que se incrementan los gastos al realizar en una pri-
mera muestra estos estudios, se simplifica la toma de
muestra por parte del paciente y los datos obtenidos
contribuyen a la eleccién terapéutica mas adecua-
da para ofrecer mayores chances o posibilidades de
procreacién a la pareja infértil, aln en caso de que
sea necesario el uso de técnicas de fertilizacién asis-
tida de baja o alta complejidad.

Los resultados deben evaluarse junto con
otras pruebas de diagnéstico y la clinica. De esta
manera, el médico especialista tomard una decisién
terapéutica que tienda a mejorar la calidad de vida
de los pacientes y contribuir a la solucién de proble-
mas de infertilidad adn no resueltos.
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