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RESUMEN

Introduccion: El semen es una mezcla compleja de fluidos y células que posee las
condiciones adecuadas para albergar microorganismos, especialmente bacterias.
Objetivo: Evaluar la presencia de bacterias en el semen de individuos
normozoospérmicos asintomaticos para infecciones urogenitales.

Métodos: Se realizé una secuenciacion estandar posterior a la amplificacion por PCR
con el uso de los cebadores universales 27F y 1492R para identificacién de bacterias, en
10 muestras de semen de voluntarios normozoospérmicos asintomaticos para
infecciones urogenitales.

Resultados: Se identificd a Ochrobactrum anthropi en 8 de las 10 muestras seminales
evaluadas y a Haemophilus paraurethrae o Escherichia coli en los dos restantes. O.
anthropi es una bacteria comensal, ampliamente distribuida en la naturaleza,
especialmente en las fuentes de agua que, a pesar de su baja virulencia,
ocasionalmente causa infecciones en individuos inmunocomprometidos.

Conclusion: La alta frecuencia de O. anthropi en las muestras de semen de individuos
normozoospérmicos asintomaticos para infecciones urogenitales puede asociarse a
procesos de contaminacion durante la recoleccion de la muestra, debido a la amplia
distribucion de esta bacteria, especialmente en las fuentes de agua.

Palabras clave: secuenciacion; bacterias; semen; Ochrobactrum anthropi; Escherichia
coli; Haemophilus paraurethrae.

ABSTRACT

Introduction: Semen is a complex combination of fluids and cells that can harbor
microorganisms, especially bacteria.

Objective: To assess the presence of bacteria in semen samples from asymptomatic
normozoospermic individuals, for urogenital infections.
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Methods: Standard sequencing after PCR amplification was performed with the use of
the universal primers 27F and 1492R for bacterial identification, in 10 semen samples of
asymptomatic normozoospermic volunteers for urogenital infections.

Results: Thisidentified Ochrobactrum anthropi in 8 out of 10 samples assessed. In the
remaining two samples, we identified Haemophilus paraurethrae and Escherichia coli. O.
anthropi is a commensal bacterium, widely spread in nature, especially in water sources
that, despite its low virulence, occasionally cause infections in immune compromised
individuals.

Conclusion: The high frequency of O. anthropi in semen samples from asymptomatic
normozoospermic individuals, for urogenital infections can be associated with
contamination during the collection of the sample, due to the wide distribution of this
bacterium, especially in water sources.

Keywords: sequencing, bacteria, semen, Ochrobactrum anthropi, Escherichia coli,
Haemophilus paraurethrae.

INTRODUCCION

El semen es una mezcla compleja de fluidos y células, entre las que se incluyen los
espermatozoides que tienen como objetivo atravesar el tracto reproductivo femenino y
fecundar al oocito.! Al compartir porciones anatémicas con el tracto urinario, el tracto
reproductivo y el urinario comparten microbiota que puede ser detectada en el semen;
ademas, trasmite microorganismos a través de las relaciones sexuales.? Dentro de los
microorganismos que se encuentran en el semen por las condiciones adecuadas para su
crecimiento, se incluyen: virus, parasitos, hongos, pero principalmente bacterias.
Nuestro grupo ha evaluado la presencia de diferentes bacterias tanto de interés clinico
por ser responsables de infecciones de transmision sexual, como de microorganismos
considerados microbiota genitourinaria3® y se tratd de establecer su efecto sobre la
calidad seminal.®

El principal obstaculo para evaluar los microorganismos presentes en el eyaculado
radica en la imposibilidad de establecer el sitio de donde se originan (prostata,
epididimo, glandulas bulbouretrales o vesiculas seminales.! Ademas, las técnicas
microbioldgicas de cultivo tradicionales entre las que se incluye el espermocultivo, sélo
permiten el crecimiento de bacterias aerobias no exigentes nutricionalmente e incluso el
crecimiento rapido de algunos géneros bacterianos podria limitar el crecimiento de
otros.10

Con el desarrollo de las técnicas de biologia molecular, es posible ampliar la busqueda
de microorganismos en el fluido seminal, especialmente a través de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y las técnicas de secuenciacion.2>

El objetivo del presente articulo es evaluar la presencia de bacterias en el semen de
individuos normozoospérmicos asintomaticos para infecciones urogenitales, mediante la
técnica de secuenciacién estandar posterior a la amplificacion por PCR con el uso de los
cebadores universales 27F y 1492R para identificacidon de bacterias.
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METODOS
Muestras de semen

Se tomaron diez muestras de semen de voluntarios aparentemente sanos, mayores de
edad, sin signos ni sintomas de infeccién urogenital o alteraciones del tracto
reproductivo fueron obtenidas mediante masturbacién y colectadas en un recipiente
estéril después de una abstinencia sexual de 2 a 5 dias desde abril hasta mayo de
2016.

Se realiz6 la evaluacion de los parametros seminales convencionales de acuerdo a lo
establecido por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)!! y la concentracion
espermatica se determiné empleando la cdmara de Makler.!? El volumen seminal se
cuantificd al medir el peso del frasco colector de semen en una balanza, se restd el peso
del volumen del frasco colector previamente pesado, y se asumio la densidad del semen
igual a la del agua (1g = 1mL).!! La movilidad espermatica se determiné mediante el
recuento de 10uL de semen en un microscopio de luz con objetivo de 40X. Los
espermatozoides fueorn clasificaron en tres tipos de movilidad:

e tipo I, espermatozoides moviles que se desplazan;
e tipo II espermatozoides modviles que no se desplazan y
o tipo III, espermatozoides inmdéviles.

La viabilidad se determind mezclando 10uL de semen y 10uL de eosina-Y (Sigma-
Aldrich, San Louis, MO, USA) en un portaobjetos y clasificando los espermatozoides que
excluyan el colorante como vivos. Finalmente, la morfologia espermatica fue
cuantificada en placas coloreadas con el colorante STAT Ill (Origio, Dinamarca).

Extraccion de ADN

Se realizé extraccion de ADN de la muestra seminal usando el protocolo fenol
cloroformo previamente estandarizado en nuestro grupo.'® De forma sintética, las
muestras de semen fueron centrifugadas a 200g/10 min, se adicionaron 0,5mL de
solucion de lisis (Tris 1M, EDTA 0,5M, NaCl 5M, SDS 10 % y tritéon 0,1 %) y 5uL de
proteinasa K (20mg/mL, Thermo-Scientific, MA, EE.UU.) durante 12 h a 54°C. Se
adiciond 1mL de fenol cloroformo isoamilico ( Amresco, Ohio, EE. UU.) y se centrifugd a
5,000g/10min. Al sobrenadante recuperado se le adicioné 1mL de etanol absoluto (-
20°C), 50uL de acetato de sodio 3M y se dejé a --20°C toda la noche para precipitar el
ADN. Se lavé con 1mL de etanol al 70 %, se dejo secar el etanol y finalmente, el ADN
fue resuspendido en agua libre de DNAsa/RNAsa (Gibco, Life Techonologies, EE. UU.) y
cuantificado mediante espectrofotometria (Nanodrop, ND1000 Spectophotometer,
Thermo-Scientific, EE. UU.).

Reaccion en cadena de la polimerasa

Para amplificar una regién de 1500pb que codifica para el ARNr 16S bacteriano se
realizé una PCR empleando los cebadores universales 27F y 1492R. Brevemente, se
empled un volumen final de reaccién de 50uL que contenia 25uL de Master Mix
(Thermo-Scientific, EE. UU., 0,05U/uL de Taq DNA polimerasa, 4mM de MgCI2 y 0,4 mM
de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) diluidos en solucién tampdn de reaccién. A
cada reaccidn se le adicioné 2uM de cada cebador, 200ng de ADN y agua. La PCR se
realizé en un termociclador (T3000, Whatman, Biometra, Goettin-gen, Alemania) bajo
las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95°C/3min, 40 ciclos de
95°C/30s; 52°C/30s; 72°C/30s y un paso final de elongacion a 72°C/1min.
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Como controles positivos se empleé el ADN extraido de los aislados clinicos de
Enterococcus faecium, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus y Escherichia
coli identificadas en el laboratorio de Microbiologia de la IPS Universitaria, Universidad
de Antioquia, Medellin, Colombia. El control negativo consistié en la mezcla de reaccién
sin ADN. Se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 3 % con Sybr Safe
(Invitrogen Life Technologies, EE. UU.) en solucion tampoén TAE durante 23 min a 135
V. Los productos de la reacciéon fueron comparados con el marcador de peso molecular
de 100pb ( Hyperladder 11 100 lines, Bioline, Life Sciencie Company, Londres, Reino
Unido ) y visualizados en un fotodocumentador Molecular Image Gel Doc TM XR ( Bio-
Rad, CA, EE. UU.) bajo iluminacion ultravioleta con el programa Image Lab 5.1 (BioRad,
CA, EE. UU.) (Fig. 1).

e W WWY

Fig. PCR representativa para la amplificacion de 1500pb que codifica para el ARNr 16S
bacteriano, obtenido de los cebadores 27F y 1492R.
Linea 1: Marcador de peso molecular de ADN; Linea 2 y 3: controles positivos
Enterococcus faecium
y Staphylococcus aureus; Linea 4 y 5: muestras de voluntarios; Linea 6: control
negativo.

Secuenciacion

Los productos de la amplificacion de la PCR tanto de las muestras como de los cuatro
controles positivos fueron enviados para una secuenciacion estandar a (Macrogen -
dna.macrogen.com-, Corea del Sur) con los cebadores 27F,337F, 518F, 785F, 800R,
907R,1100R y 1492R. Los datos obtenidos de la secuenciacion fueron analizados en el
programa Seqman II version 5.01 (DNASTAR, WI, EE. UU). Las secuencias consenso
obtenidas fueron comparadas en la pagina de acceso libre al programa informatico de
alineamiento de secuencias de tipo local -BLAST-
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi ) de la base de datos NCBI (National Center for
Biotechnology Information) para la identificacién bacteriana.

RESULTADOS

Se realizé una secuenciacion estandar del ADN producto de la amplificacién con los
cebadores universales para deteccion del ARNr 16S bacteriano en 10 muestras de
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individuos asintomaticos para infecciones urogenitales de 19 a 38 afios (media: 25,7,
DS: 5,9) con parametros espermaticos superiores al limite inferior de referencia
establecido por la OMS (Tabla) y de cuatro aislados clinicos empleados como controles
positivos. Los resultados de la secuenciacion permitieron verificar la identificacion
microbioldgica de los aislados clinicos, de las 10 muestras de semen de los voluntarios,
la secuenciacién permitio identificar aOchrobactrum anthropi en 8 muestras, y
Haemophilus paraurethrae y Escherichia coli en las dos muestras restantes.

Tabla. Parametros seminales de las muestras de los voluntarios

Parametro Muestra

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Volumen, mL 4015|4520 15|44 52| 70| 3,0] 5,0
Movilidad total % 56| 78 | 74 | 63 | 65 | 69 | 68 | 69 | 40 | 81
Viabilidad % 68 | 81 88 88 78 78 84 83 75 87
Concentracion, 108/mL | 49 | 222 | 172 | 187 | 454 | 94 | 127 | 197 15 | 144
Morfologia normal, % |(4,3| 56 | 6,4 | 44 | 40 | 40| 4,7 | 7,0 | 5,0 | 4,2

DISCUSION

El semen es un fluido rico en proteinas y elementos provenientes de los diferentes
organos que pertenecen al tracto reproductivo masculino, el cual comparte porciones
anatomicas con el tracto urinario y permite el crecimiento, transporte y transmision de
microorganismos que pueden alterar la calidad seminal y afectar el éxito
reproductivo.!2:°

La interpretacién de la presencia de bacterias en el eyaculado y su efecto sobre la
fertilidad es controversial pues individuos fértiles pueden presentar en el eyaculado un
alto recuento bacteriano, tanto en técnicas tradicionales de cultivo bacteriano como el
espermocultivo, con el uso de técnicas moleculares como la PCR, sin asociarse a signos
o sintomas clinicos de infeccién urogenital.>1°

A diferencia del espermocultivo, las técnicas moleculares permiten identificar los
microorganismos que estan en bajas concentraciones o que son de dificil crecimiento en
los métodos de cultivo tradicionales.'* En este estudio, empleamos el uso de cebadores
universales para la amplificaciéon de una regién de 1500pb del ARNr 16S bacteriano a
través del uso de PCR vy la secuenciacién estandar del producto de amplificaciéon. Con
esta metodologia, s6lo podiamos identificar el microorganismo con mayor
concentracion, presente en las muestras de semen de los voluntarios
normozoospérmicos asintomaticos para infecciones urogenitales.

Para asegurar el uso adecuado de las técnicas, se incluyeron controles positivos de
cepas identificadas en un Laboratorio Clinico a través de técnicas microbioldgicas
tradicionales y, como control negativo, se incluyd la mezcla de reaccion de la PCR sin
ADN, para asegurar que ningun reactivo estuviera contaminado con ADN bacteriano.
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El presente estudio permitié en 8 de las 10 muestras seminales evaluadas la
secuenciacion de O. anthropi, un bacilo Gram-negativo, mavil, no fermentador de
lactosa, positivos para oxidasa y ureasa; perteneciente a la familia Achromobacter y
esta estrechamente relacionado con el género Brucella spp.1°16

El género Ochrobactrum fue descrito por primera vez por Holmes y otros en 1988.
Actualmente comprende cinco especies descritas , O. anthropi, O. intermedium, O.
tritici, O. grignonense y O. gallinifaecis. 17 Las especies de Ochrobactrum son raras y
usualmente son microorganismos oportunistas en hospederos inmunocomprometidos. 18
Esta bacteria crece rapidamente en agar nutritivo, las colonias tienen u didmetro de
1,2um son circulares, lisas, poco convexas y no pigmentadas.'®:2°

O. anthropi es capaz de colonizar una variedad de ambientes (la microbiota del
intestino grueso) y esta reportado como un patégeno oportunista humano emergente
en infecciones intrahospitalarias a pesar de su baja virulencia, aunque presenta notable
resistencia antimicrobiana. Su habitat natural es el suelo y las fuentes de agua incluida
la solucidn salina, soluciones antisépticas, liquidos de dialisis y piscinas.!>2!

El primer caso de infeccion humana por O. anthropi, fue un absceso pancreatico
informado en 1980.2! En la literatura, se han reportado casos clinicos en los cuales se
determina esta bacteria como responsable de endocarditis, meningitis, infecciones del
tracto urinario, osteomielitis, bacteriemia o septicemia,'®?? abscesos hepaticos, pélvicos
y pancreaticos.?® Sin embargo, la infeccidn relacionada con mas frecuencia con este
microorganismo es la bacteriemia asociada a catéter intravascular, debido a la facil
adherencia de esta bacteria a materiales sintéticos de uso hospitalario.'®

0. athropi causa seudobacteriemia, definida como la presencia de bacterias en
hemocultivos en ausencia de evidencia clinica de infeccién y puede ser responsable de
hasta 50 % de todos los hemocultivos positivos, ocasionados por contaminaciones o
fallas en el protocolo de cultivo. 20

Las cepas de O. anthropi son resistente a los B-lactamicos y antibidticos de amplio
espectro como penicilinas, cefalosporinas y aztreonam. La resistencia es mediada en
parte por la presencia de B-lactamasas de tipo AmpC inducibles. Son sensibles a
aminoglucédsidos, fluoroquinolonas, carbapenems, tetraciclinas y trimetoprim/
sulfametoxazol y se han reportado fallas terapéuticas con imipenem.1°:20-24

Al ser una bacteria estrechamente relacionada con las especies de Brucella, se han
realizado ensayos para emplear esta bacteria como vector de vacuna para el suministro
de antigenos de Brucella. Esto se debe a que en la actualidad no hay una vacuna util en
humanos contra esta enfermedad, una zoonosis que se adquiere a través del consumo
de productos lacteos contaminados o al entrar en contacto con secreciones de animales
infectadas.?®

Bielanski y otros?® reportaron contaminacién de embriones bovinos y muestras de
semen criopreservadas en tanques de nitrogeno por 6 a 36 afios en los cuales fueron
identificadas 32 especies bacterianas y una especie micdtica. Entre ellas se incluyen
especies comensales, principalmente Stenotrophomonas maltophilia y Escherichia coli.
Estos investigadores también reportaron la presencia de ADN de O. anthropi.?®

En cuanto a las dos muestras adicionales de los voluntarios normozoospérmicos
asintomaticos para infecciones urogenitales, los resultados de la secuenciacion
identificaron a Escherichia coli y a Haemophilus paraurethrae, ambos microorganismos
son reportados en multiples estudios por ser colonizadores frecuentes del tracto
genitourinario.6:810,27-29
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La presencia de bacterias en el semen cobra vital importancia en las técnicas de
reproduccion asistida, por lo que monitorear su inocuidad debe ser fundamental para
evitar la transmision de microorganismos que alteren el éxito de estas técnicas.?®

CONCLUSION

La presencia de bacterias en las muestras de semen es comun. La interpretacién de la
bacteriospermia es un asunto que aun presenta dificultad debido a la necesidad de
realizarse relacionando los sintomas clinicos. La alta frecuencia de O. anthropi en las
muestras de semen de individuos normozoospérmicos asintomaticos para infecciones
urogenitales puede asociarse a procesos de contaminacién durante la recoleccion de la
muestra, debido a la amplia distribucion de esta bacteria, especialmente en las fuentes
de agua.
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