>>> Lavasectomia es laligadura de los conductos deferentes a nivel de las bolsas escrotales,
con el fin de evitar el paso de los espermatozoides. Cada vez son mas los hombres que eligen
este método anticonceptivo, después de la vasectomia se sigue eyaculando como siempre, no
afecta a las erecciones y el placer sexual no cambia. El aspecto del semen es el mismo, no
contiene espermatozoides pero el plasma seminal ain posee la capacidad de transportar
diferentes microorganismos a sus parejas. En el siguiente trabajo se estudia esta problematica.
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RESUMEN

Introduccidn: La vasectomia es un método de
anticoncepcion masculina definitiva que impide el paso de
los espermatozoides através de los conductos deferentes.
Sin embargo, el plasma seminal aiin posee la capacidad de
transportar diferentes microorganismos a sus parejas.

Objetivo: Determinar la presencia de ADN de C.
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trachomatis, N. gonorrhoeae, U. urealyticum, M. genitalium,
M. hominis y el asilamiento por cultivo cuantitativo de
bacterias aerobias en las muestras de semen de hombres
vasectomizados.

Métodos: Se tomaron muestras de semen de 10
voluntarios con vasectomia y 7 sin vasectomia
asintomaticos para infecciones urogenitales que fueron
colectadas y evaluadas segun los lineamientos de la
Organizacion Mundial de la Salud. A cada muestra de
semen se le realizd cultivo cuantitativo en agar sangre,
chocolate y MacConkey. Se realizd extraccién de ADN
mediante la técnica de fenol-cloroformo y deteccidn del
ADN de los microorganismos mediante la reaccién en
cadenadelapolimerasa.

Resultados: Se obtuvo crecimiento de algun
microorganismo en las 10 muestras evaluadas, entre los
cuales se encuentran Staphylococcus coagulasa negativa,
Staphylococcus aureus, Streptococcus viridans y
Pseudomona putida. Sélo se detecté ADN de U.
urealyticum en 70 % de las muestras seminales
provenientes de vasectomizados y en 57 % en los
voluntarios.

Conclusidn: Los hombres con vasectomia pueden ser
reservorios de microorganismos (inclusive microbiota) y
de transportarlos hacia el tracto reproductivo femenino
podria causar alteracionesimportantes como infertilidad.
Palabras clave: semen; espermatozoide; Chlamydia
trachomatis; Neisseria gonorrhoeae; Ureaplasma
urealyticum; Mycoplasma spp.

>>> INTRODUCCION

La vasectomia es un procedimiento quirdrgico de
anticoncepcién masculina definitiva con un 99 % de
efectividad que impide el paso de los espermatozoides a
través de los conductos deferentes. Existen dos técnicas
principales pararealizarla cirugiay accederalos conductos
deferentes parasu oclusién: la vasectomia tradicional enla
cual se realizan dos incisiones en la bolsa escrotal, y la
vasectomia sin bisturi. En esta ultima se realiza una sola
puncion en la parte apical de los testiculos con el fin de
localizar, ligar y cortar los conductos deferentes. Esta
ultima es la técnica mas popular por su rapidez, bajo costo
y reduccién de las complicaciones como hemorragias y
hematomas.(1) Dentro de estas dos técnicas se cuenta con
diferentes métodos para lograr la oclusién de los
conductos deferentes como ligadura y escision,
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interposicién fascial, cauterizacién térmica y
electrocauterizacion.(2)

Durante las relaciones sexuales, los
espermatozoides son transportados desde el tracto
reproductivo (TR) masculino al TR femenino; sin embargo,
durante este proceso también se transportan
microorganismos, ya sea por adhesidn del
microorganismo al espermatozoide o por su capacidad de
infectar el plasma seminal y los leucocitos.(3)

Se ha reportado que la microbiota del TR
masculino puede ser alterada por factores como la
humedad, la actividad endocrina, la anaerobiosis y la
disponibilidad de nutrientes.(4) La colonizacién
microbiana comienza al nacer, con comunidades cada vez
mas ricas de microorganismos que se ensambla en todo el
cuerpo durante lainfancia.(5-12).

Enlosadultos, lamicrobiota puede seralterada por
la dieta,(13-17) los ciclos hormonales,(18) la actividad
sexual(18-21) y el ambiente, entre otros factores.(22) En
estudios sobre la microbiota del TR masculino se han
reportado aislados de estafilococos coagulasa negativos,
enterococos y corynebacterias en hombres fértiles
aparentemente sanos;(23-27) sin embargo, la alteracién en
la homeostasis de esta colonizacidn puede desencadenar
procesos infecciosos generalmente asintomaticos, lo que
le da el cardcter deinfeccidn crénica.(28)

Las infecciones del TR masculino se pueden
clasificarentrestipos:

« infecciones detransmisién sexual,

» infecciones del tracto urinario, debido a que el
tracto genital y urinario comparten varias
porcionesanatdémicas,

+ infecciones asociadas a desequilibrios de
microbiotabacteriana.(29)

Actualmente se conoce poco acerca de las
comunidades bacterianas encontradas en el TR masculino
o la importancia de la bacteriospermia en los hombres
asintomaticos. Esto se debe a que los estudios previos de
microbiota seminal se han centrado en gran medida en la
deteccion e identificacion de microorganismos de facil
cultivo, no asi en aquellas especies bacterianas que



requieren medios especiales para su aislamiento. Por este
motivo, puede existir un censo incompleto de los
microorganismos presentes en el semen.(23) Entre los
géneros bacterianos reportados en el fluido seminal se
encuentran: Peptoniphilis spp, Anaerococcus spp,
Finegoldia spp, Peptostreptococcus spp, Staphylococcus
spp, Streptococcus spp, Corynebacterium spp, Enterococcus
spp, Lactobacillus spp, Gardnerella sp, Prevotella spp y
Escherichia coli.(23-27)

Adicionalmente, Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrheae, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis
y Mycoplasma genitalium son bacterias cominmente
involucradas en infecciones del TR masculino. Estos
microorganismos son de dificil cultivo, por lo que es
necesario emplear métodos moleculares como lareaccidon
en cadena de la polimerasa (PCR) para su diagndstico. C.
trachomatis es intracelular obligada. Su tnico reservorio es
el ser humano y es catalogada como el principal agente
causal de uretritis, orquitis, epididimitis, cervicitis
mucopurulenta, enfermedad pélvica inflamatoria e

infertilidad tubal.(28,29) N. gonorrheae es la principal
causa de uretritis en hombres, ademads de estar implicado
en prostatitis y en epididimitis.(30) Tanto N. gonorrheae
como C. trachomatis, se consideran infecciones de
transmision sexual, un grupo de infecciones transmitidas
de individuo a individuo por medio de las relaciones
sexuales que pueden ser ocasionadas por mdultiples
microorganismos,(31) entre los que se incluyen:
virus,(32,33) hongos o pardsitos(34) con amplias
consecuencias sobre la salud como la enfermedad pélvica
inflamatoria, muerte fetal, disfuncion sexual e incluso la
infertilidad.(31,32)

Se ha observado que la presencia de U. urealyticum
en el eyaculado afecta la concentracién y la morfologia
espermatica;(35) M. genitalium produce uretritis y
prostatitis en los hombres y en la mujer produce dolor
pélvico y sangrado después de las relaciones sexuales.
Finalmente, M. hominis se ve implicado en el desarrollo de
vaginosis bacteriana, septicemia posparto y uretritis(37)
en hombres produce uretritis no gonocdcica y prostatitis,
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es capaz de adherirse al espermatozoide y generar en la
mujer endometriosis y trastornos en el embarazo como la
muerte embrionaria.(37)

Las infecciones de transmisién sexual y otros tipos
de infecciones urogenitales alun presentan una alta
prevalencia en la poblacién mundial a pesar de ser
facilmente tratables y prevenibles.(38) La vasectomia al
ser un método anticonceptivo utilizado principalmente
por hombres casados,(30) deja de lado en gran parte los
métodos de proteccion para enfermedades de
transmisién sexual, como los preservativos, lo que
favorecelatransmisidn de microorganismos.

El objetivo de este trabajo es determinar la
presencia de ADN de C. trachomatis, N. gonorrheae, U.
urealyticum, M. genitalium y M. hominis mediante PCR y el
asilamiento por cultivo de bacterias aerobias en muestras
seminales de hombres vasectomizados.

>>> METODOS

Seincluyeron 17 muestras seminales de voluntarios
asintomdticos para infecciones urogenitales de la ciudad
de Medellin, Antioquia, Colombia: 10 vasectomizados con
una edad mediana de 39 afos (29 a 55 afos) y 7 sin
vasectomia con una mediana de 25 afios (23 a 45 afos)
como control. Las muestras de semen fueron obtenidas
mediante masturbacién en un recipiente estéril después
de una abstinencia sexual de 2 a 5 dias. Se evaluaron los
parametros seminales convencionales de acuerdo a los
lineamientos establecidos en el manual para el analisis de
semen humano de la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS).(40) El manual de la OMS para el andlisis de semen
humano, sugiere que las muestras seminales
diagnosticadas con azoospermia (sin espermatozoides)
deben someterse a centrifugacién a 3000 g/15 min y el
sedimento debe seranalizado.(40)

Espermocultivo

El recuento e identificacidon de las bacterias
aerobias se realizé mediante espermocultivo por siembra
cuantitativa. Brevemente, 10 uL de semen de los
voluntarios con vasectomia fueron sembrados en agar
MacConkey (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), sangre y
chocolate (Preparado a partir de Agar tripticasa soya,
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Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), y agar e incubados a 37
°C entre 24 y 48 h. Se realizé la identificaciéon mediante
pruebas bioquimicas y se determind la resistencia o
sensibilidad a los antibidticos para cada uno de los
microorganismos en el Laboratorio de Microbiologia,
Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia.

La extraccion de ADN se realizd de semen total
mediante el protocolo de fenolcloroformo estandarizado
previamente en el Grupo Reproduccién.(41) Brevemente,
a 200 pL de semen total se le adicionaron 0,5 mL de la
solucién de lisis (Tris 1M, EDTA 0,5M, NaCl 5M, SDS 10 % y
tritén 0,1 %) y 5 uL de proteinasa K (20 mg/mL, Thermo-
Scientific, MA, EE. UU.)y seincubd durante12has4°C.

Posteriormente, se adiciond 1 mL de fenol-
cloroformo-isomilico (Amresco, Ohio, EE. UU.) y se
centrifugd a 5000 g/10 min, al sobrenadante recuperado se
le adiciond 1 mL de etanol absoluto (J.T Baker, EE. UU.) (-20
°C) y 50 pL de acetato de sodio 3M, se dejé precipitar el
ADN a-20°Cdurante 15 min. Finalmente, selavé con1mLde
etanol (J.T Baker, EE. UU.)al 70 %, se diluyé el ADN en agua
libre de DNAsa/RNAsa (Gibco, Life Techonologis, EE. UU.) y
se cuantificé mediante espectofotometria (Nanodrop ND
1000 Spectophotometer, Thermo-Scientific, EE. UU.).

Reacciénen cadenadelapolimerasa(PCR)

La PCR se realizéd mediante el protocolo
estandarizado en el Grupo Reproduccién con algunas
modificaciones.(41). Cada reaccién tenia un volumen final
de 25 yL que contenia 12,5 uL de Master Mix (Thermo-
Scientific, EE. UU.), solucién que contenia 0,025 U/uL de
Tag DNA polimerasa, 2 mM de MgCl, y 0,2 mM de cada
dNTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) diluidos en solucién
tampdn de reaccidn. A cada reaccion, se le adiciond 1 uM
de cada cebador (tabla1),2 uL de ADN y 5,5 uL de agua. La
PCR se realizé en un termociclador (T3000, Whatman,
Biometria, Goettingen, Alemania) bajo las condiciones
descritas en la tabla 1. Como control positivo, se empled
ADN extraido de las cepas de C. trachomatis serovar E
(donada por el Dr. Rubén Motrich, Centro de
Investigaciones en Bioquimica Clinica e inmunologia-
CIBICI, Universidad Nacional de Cdrdoba, Argentina) y
Neisseria gonorrheae ATCC 19424 (donada por la IPS
universitaria). Como control positivo de U. urealyticum. Se
empleé ADN de muestras de semen positivas para este
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prueba de Mann-Whitney y una prueba exacta de Fisher
para determinar la diferencia entre los grupos segun el
caso mediante el programa estadistico Graph Pad Prism 6.0
®,

> >> RESULTADOS

De los 10 eyaculados provenientes de hombres
vasectomizados analizados en el presente estudio, se
observé un voluntario con espermatozoides en el semen,
una mediana para la edad de 3 afios (39 afios vs. 25 afios),
mayor en el grupo de vasectomizados (p= 0,02); la mediana
de hijos fue de 2 en el grupo de vasectomizados y ninguno
de los hombres en el grupo control tenia hijos.
Adicionalmente, se observd un crecimiento bacteriano en
todas las muestras. La mediana para el tiempo desde la
vasectomia hasta la fecha del presente analisis seminal fue
de3afos.

Al voluntario que se le observaron esperma-
tozoides tenfa 8 afos de vasectomizado, con un reporte
previo de ausencia de espermatozoides en otro
laboratorio (28 de diciembre de 2011) aunque en el
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presente eyaculado presentaba 1,4 mL de volumen, 3 x
10°/mL de espermatozoides con una movilidad progresiva
de 13 %, 50 % de viabilidad y 3 % de morfologia normal.
Adicionalmente, al cuantificar el estado dela estructuradel
ADN espermatico se observé un indice de fragmentacion
del ADN (IFA)de 24,3 %.

En el cultivo de las 10 muestras seminales
evaluadas se obtuvo crecimiento de algun
microorganismo, la identificacién se realizd a partir del
agar sangre (tabla 2). Seis muestras presentaron
crecimiento de Staphylococcus coagulasa negativo
(concentraciéon mediana de 1200 unidades formadoras de
colonia-ufc/mL); enlas otras muestras crecié Pseudomona
putida (2 200 ufc/mL), Staphylococcus aureus (1200 ufc/mL)
y Streptococcus del grupo viridans (2200 ufc/mL). En la
tabla 2 se detallan los resultados de los antibiogramas
realizados paralos aislamientos bacterianos.

Las 10 muestras evaluadas de voluntarios
vasectomizados y las 7 usadas como control fueron
negativas para la deteccién de ADN deC. trachomatis, N.
gonorrheae, M. hominis,y M. genitalium; en 64 % del total de

= > Tabla 1. Antibiograma para los microorganismos cultivados

SCHN | P. putida™ | SCN SCH SCH 5. aureus™ SCHN 5. viridans™ | SCHN
Antibioticos 400 2200 1400 200 1700 1200 100 2200 200
ufe/mL ufe/mL ufe/mL | ufe/mL | wufc/mL ufe/mL ufef/mL ufc/mL ufc/mL

| Cloranfenicol ' - - - - ' - s s - s
| Trimetropin/sulfametoxazol | - - - - - s - - -
| Gentamicina | s s s 5 s " = - s
| Eritromicina [ 5 s R s R’ 5 - 5
| Tetraciclina s - = s 5 R s =
| Ciprofloxacina S = s R s -
| Clindamicina R - 5 5 5 R 5 5
| Cefoxitin 5 _ 5 R 5 R 5 - 5
| amikacina R S - - - - =
| Aztreonam ' - S - - - - - - -
| Cefapime ' b= - - - - - - -
| Ceftazidime ' - =] - - - - - - -
[ Meropemen - =] - - - - - - -
| Noveobiocina [ - - - - - - 5 - -
| Piperaciclina/tazobactam | - = - - - - - - -

S: sensible; R: resistente. SCN: Staphylococcus cosgulass negativa; UFC: Unidades formadoras de colonia.

= Solo en esta se obtuvo crecimiento en agar MacConkey
*=* Strepiococcus del grupo vinidans crecimiento en 48 h.

=% Cracimiento en 72 h.
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las muestras seminales se detectd ADN de U. urealyticum,
siete de las diez muestras de vasectomizados (70 %) y 4 de
las 7 muestras en el grupo control (57 %) mediante PCR (p=

0,5).
> DISCUSION

Aunque esta establecido que la vasectomia es un
método anticonceptivo con un 99 % de efectividad,(1) un 1
% de los individuos deben recurrir a una correccién
mediante una nueva cirugia. En el presente trabajo se
observé que 1 de los 10 voluntarios vasectomizados
presentaba espermatozoides con valores por debajo del
limite inferior de referencia propuesto en el manual de
analisis seminal dela OMS. (40)

Es importante recalcar que hombres con valores
menores que el percentil 5 (Iimite inferior de referencia)
también son considerados como fértiles y han logrado
embarazar a su pareja en menos de un afio de relaciones
sexuales sin proteccién.(42) La falla mds comun de la
vasectomia eslarecanalizacién,(2) que es el resultado dela
proliferacién de microtibulos epiteliales a través de tejido
granulomatoso entre los extremos cortados lo que
produce una fistula que permite el paso de los
espermatozoides;(43) puede ser temprana (8 a 12
semanas posvasectomia), transitoria (semana 2 a 6) o
tardia (se presenta luego de ser declarado estéril);(2) este
individuo presentaria una recanalizacién tardia debido a
que tenia un control de vasectomia en diciembre de 2011, 2
afos después de realizado el procedimiento quirdrgico en
el cual es diagnosticado como azoospermico. La
probabilidad de una recanalizacién varia segun el método
de oclusidn, el mayorriesgo se hareportado conligaduray
escision;(43,44) sin embargo, el riesgo mas bajo se ha
reportado con la cauterizacién.(43) La de mayor eficacia
fue la cauterizacion térmica (probabilidad de fracaso de
0,8 %)(45) sobre la electrocauterizacién.(44) En este caso
no conocemos elmétodo que se ha utilizado.

Sinembargo, a pesardelafallaenel procedimiento
quirdrgico y de no utilizar ningin método de
anticoncepcidn adicional, el voluntario vasectomizado no
ha embarazado a su pareja, incluso presentando un IFA
considerado como normal. Este aspecto es importante,
porque una alta fragmentaciéon del ADN espermatico
puede afectar division celular de los embriones, los
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resultados se dividen en: < 15 %, excelente potencial de
fertilidad; entre 15y 24 %, alto potencial de fertilidad; 25-30
%, bajo potencial de fertilidad; y > 30 %, regular o mal
potencial de fertilidad.(46) El limite inferior de referencia
para la movilidad progresiva es de 32 %, para la movilidad
total (movilidad progresiva + movilidad no progresiva) es
de 40 %; paralaviabilidad es del 58 % y para la morfologia es
del4%.(40)

La microbiota uretral y del TR estd determinada
por factores como la madurez y la actividad sexual, el
nimero de compaiieros(as) y el tipo de relacién sexual
(anal, oral o genital),(47) en una de las 10 muestras
seminales de voluntarios vasectomizados se observé el
crecimiento de Streptococcus del grupo viridans, Cocos
Gram positivos que hacen parte de la microbiota de la
orofaringey del tracto genital femenino.

Las infecciones clinicas por Streptococcus del
grupo viridans ocurren, generalmente, tras una lesién en
las zonas de su habitat normal, como podria ser cirugia e
instrumentalizacién del aparato genitourinario, no suele
realizarle antibiograma. Sin embargo, se ha reportado la
existencia de aislados conresistencia a la penicilina.(48) Su
crecimiento puede deberse a la colonizacién del tracto
genitourinario por medio de relaciones de tipo genital u
oral o por contaminacién de la muestra desde las vias
aéreasalahoradesertomada. Lamayoria delas muestras
(66 %) presentaron un crecimiento de Staphylococcus
coagulasa negativa, uno de los microorganismos mas
frecuentemente aislados. No obstante, es dificil de
establecer su significado clinico en muchas situaciones
pues pueden ser comensales inofensivos o patdgenos
invasores.(49) Algunos autores proponen las especies
pertenecientes al grupo de Staphylococcus coagulasa
negativos (S. capitis, S. saprophyticus y S. epidermidis)
como las principalesresponsables delasinfeccionesdel TR
masculino después de E. coli.(50,51) S. epidermidis es la
especie predominante aislada de pacientes con
complicaciones de las vias urinarias, el S. saprophyticus es
un conocido uropatdégeno, aislado cominmente en
mujeres sexualmente activas, lo que podria significar facil
transmisién al TR masculino.(49) Dos de estos aislados
presentaron resistencia a los antibidticos eritromicina y
cefoxitin, y solo una a ciprofloxacina. Esto pudiera
complicar significativamente el tratamiento de una
infeccion sintomatica si se llegara a desarrollar, pues estos



microorganismos podrian transferir los genes de
resistencia; no solo a aquellos de su misma especie, sino
también a otras especies por medio de plasmidos,
secuencias de insercidn, integrones, transposones y
bacteriéfagos, através derecombinacién.(52)

Staphylococcus aureus es un microorganismo
oportunista que coloniza la piel, las fosas nasales, las
axilas, la faringe y el tracto urogenital en
aproximadamente 20 % de personas sanas.(53) Es un
patégeno oportunista y puede desencadenar ruptura del
tejido por trauma o cirugia, no se descartala posibilidad de
que exista contaminacién de la muestra con microbiota de
la piel, debido a que hasta 71 % de las bacterias que
colonizan el surco coronal estan presentes en la uretra
distal.(23) No obstante, se encuentra entre los
microorganismos mds peligrosos para el ser humano,
tanto por su virulencia y produccidon de toxinas, como por
su capacidad para desarrollar resistencia a los
antibidticos.(54) En este caso se encuentra el

microorganismo aislado. Su resistencia se obtiene por los
mecanismos antes mencionados(52) e indica que es un
microorganismo adquirido y deberia ser tratado pues,
aunque no siempre la bacteriosperma culmina en
infeccidn, la sola existencia de especies bacterianas o de
los factores solubles producto de sumetabolismo, pueden
desencadenar una serie de efectos negativos en la salud
sexual yreproductiva.(53)

Por otro lado, Pseudomona putida, es un bacilo
Gram negativo, que también puede comportarse como un
patdgeno oportunista. Estd reportada como un
microorganismo patdégeno e infeccioso. Aunque suele ser
un contaminante de muestras clinicas, se ha visto
involucrada eninfecciones del tracto urinario.(55,56) Pero,
en el caso de todos estos cultivos, se puede descartar que
se esté presentando una infeccién, debido a que para ser
catalogada como tal se necesita una concentracién mayor
a10 000 ufc/mL,(57) criterio con el cual no cumple ninguna
delas cepasaisladas.
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U. urealyticum, M. genitalium y M. hominis son
bacterias anaerobias facultativas, que se asocian con la
colonizacién e infeccién genital en los seres humanos
adultos, aunque también pueden aislarse con una alta
prevalencia, siendo mayor la prevalencia U. urealyticum
que la de M. hominis y M. genitalium en individuos
asintomaticos, lo que sugiere que pueden comportarse
como patdgenos oportunistas.(36) En este estudio, se
logré detectar ADN de U. urealyticum en 64 % del total de
las muestras, es el Gnico microorganismo detectado, el
cual cuenta con un porcentaje mayor en el grupo de
hombres vasectomizados (70 %) con respecto al grupo
control (57 %). Esta diferencia puede deberse a que este
grupo tenga mads relaciones sin proteccidn para
enfermedades de transmisién sexual y que no tengan
interés en el tema de infertilidad, problema por el cual
muchos hombres sin vasectomia consultan, son
diagnosticados y tratados. En un estudio anterior del
grupo Reproduccidn, sereporté una prevalenciade 7,1% de
U. Urealyticum.(41)

Aunque en este estudio no se logré detectar ADN
de C. trachomatis, N. gonorrhoeae, M. hominis y M.
genitalium, otros autores han detectado una prevalencia
de 11,3 %, 13,3 %,” 10,8 % y 5 %,” respectivamente de las
muestras de semen de hombres asintomaticos.

>>> CONCLUSION

La vasectomia es un método anticonceptivo
masculino que, aunque cuenta con una alta efectividad, no
estd exento de fallas. Ellas se asocian, generalmente, a la
disminucién del uso de métodos anticonceptivos de
barrera como el preservativo. El uso de métodos
anticonceptivos en los vasectomizados tiene como
segunda finalidad impedir la capacidad del plasma seminal
de transportar microorganismos, tanto patégenos como
microbiota, al tracto reproductivo femenino. Muchos de
los microorganismos presentes en el semen son exigentes
y de dificil cultivo, por lo que cominmente no se detectan
en examenes de rutina, por esto es necesario recurrir a
técnicas moleculares como la reaccién en cadena de la
polimerasa.
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