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Abstract

It is estimated that microorganisms colonize 90% of the body surface. In some tracts,
such as the genitourinary tract, the microbiota varies throughout life, influenced by
hormonal stimulation and sexual practices. This study evaluated the semen differences
and presence of Lactobacillus crispatus, Lactobacillus iners, Gardnerella vaginalis
and Atopobium vaginae in semen samples from patients with symptoms of chronic
prostatitis and men asymptomatic for urogenital infections. Fifty-three semen samples
were included: 22 samples from men with symptoms of chronic prostatitis and 31
asymptomatic men (control group). In addition to the presence of L. crispatus, L.
iners, G. vaginalis and A. vaginae, semen parameters, total antioxidant capacity of
seminal plasma, prostatic antigen and some proinflammatory cytokines were evaluated
in each semen sample. Volunteers with symptoms of chronic prostatitis presented a
lower percentage of sperm morphology (4.3% vs. control group 6.0%, p = 0.004); in

the semen samples of volunteers in the group asymptomatic for urogenital infections,
microorganisms associated with the vaginal microbiota were detected more frequently.
The presence of bacteria in the vaginal microbiota can also benefit male reproductive
health, which undergoes various modifications related to lifestyle habits that are
susceptible to modification. Microorganisms associated with the vaginal microbiota,
such as L. crispatus, L. iners, G. vaginalis and 4. vaginae, may have a protective role
against the development of male genitourinary diseases such as prostatitis.
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La microbiota vaginal como un factor protector contra la prostatitis
Resumen

Se estima que el 90% de la superficie corporal estd colonizada por microorganismos. En algunos tractos como el
genitourinario, la microbiota varia a lo largo de la vida influenciada por factores como el estimulo hormonal y las practicas
sexuales. Los objetivos de este trabajo fueron comparar los parametros seminales y evaluar la presencia de Lactobacillus
crispatus, Lactobacillus iners, Gardnerella vaginalis y Atopobium vaginae de muestras de semen de pacientes con sintomas
de prostatitis cronica y de hombres asintomaticos para infecciones urogenitales. Se incluyeron 53 muestras de semen: 22
muestras de hombres con sintomas de prostatitis cronica (grupo prostatitis) y 31 de hombres asintomaticos (grupo control).
En cada muestra de semen se evalud ademas de la presencia de L. crispatus, L. iners, G. vaginalis y A. vaginae, los parametros
seminales convencionales y funcionales, ademas de la capacidad antioxidante total del plasma seminal. Los voluntarios con
sintomas de prostatitis cronica presentaron menor porcentaje de morfologia espermatica (4.3% vs grupo control 6.0%, p
= 0.004), en las muestras de semen de los voluntarios del grupo asintomatico para infecciones urogenitales se detectaron
con mayor frecuencia los microorganismos asociados a la microbiota vaginal. La presencia de bacterias de la microbiota
vaginal puede ser también benéfico para la salud reproductiva masculina, esta sufre diversas modificaciones en relacion
con los habitos de vida que son susceptibles de modificacion. Los microorganismos asociados a la microbiota vaginal
como L. crispatus, L. iners, G. vaginalis y A. vaginae pueden tener un papel protector frente al desarrollo de enfermedades
genitourinarias masculinas como la prostatitis.
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1. Introduccion

El término microbiota hace referencia a los microorganismos
que, hasta en un 90%, viven y colonizan a un individuo [1],
participando en diversos procesos de adaptacion al ambiente
[2]. Se ha descrito que cada porcion anatomica del cuerpo
presenta microbiota, y especificamente la del tracto genitouri-
nario es dinamica en las diferentes etapas de la vida debido
a la influencia de diversos factores como la dieta, el influjo
hormonal, el estilo de vida y las practicas sexuales [3].

La microbiota genitourinaria femenina es una barrera pro-
tectora que evita la colonizacidén genitourinaria por microor-
ganismos patogenos [4], sin embargo, en algunas ocasiones
puede alterarse por factores como la edad, las variaciones
hormonales, el ciclo ovulatorio, el embarazo, el uso de duchas
vaginales y tampones, la ingesta de medicamentos e incluso
la alimentacion [3], afectando la salud reproductiva de las
mujeres e incluso causar infertilidad [5].

Por otro lado, existe evidencia sobre el impacto de la micro-
biota seminal sobre la salud sexual y reproductiva masculina
[2, 6], evidenciando que el semen alberga una gran cantidad
de microorganismos y sirve como medio de transporte de estos
microorganismos hacia el tracto reproductivo femenino [6]. Se
han demostrado que la presencia de microorganismos como
Escherichia coli, Enterococcus faecalis [7], Ureaplasma ure-
alyticum, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis [8],
Mycoplasma hominis, Candida albicans [9] y Trichomonas
vaginalis en el tracto urogenital masculino puede alterar la
calidad seminal [10]. Previamente, diferentes autores han
realizado estudios en los que se ha evaluado el efecto de los
microorganismos sobre la calidad seminal [7-9, 11]; ademas
se ha relacionado la presencia de microrganismos en el tracto
genitourinario masculino con el desarrollo de enfermedades
como la prostatitis [12, 13].

En el mismo sentido, un estudio realizado por Borovkova
N et al. [14], demostréd que en las parejas infértiles se ha
detectado con mayor frecuencia la infeccion del tracto geni-
tourinario por U. urealyticum que en las parejas fértiles, sin
embargo, pocos estudios evalian la influencia de la microbiota
vaginal en la fertilidad de los hombres [4]. Paradéjicamente,
Farahani L et al. [15], y Campisciano G et al. [16], de-
mostraron que la calidad seminal se relaciona con el tipo
de microbiota presente en el tracto urogenital, en la cual la
presencia de Lactobacillus spp. es considerado un factor
protector [15, 16].

Por lo tanto, los objetivos de este estudio fueron: (i) com-
parar los parametros seminales funcionales y convencionales,
y (ii) evaluar la presencia de L. crispatus, L. iners, G. vaginalis
y A. vaginae en muestras de semen de voluntarios con sintomas
de prostatitis cronica y hombres asintomaticos para infecciones
urogenitales.

2. Materiales y métodos

2.1 Inclusidn de los participantes

En este estudio se incluyeron 53 hombres mayores de edad,
entre los participantes se incluyeron 22 hombres con sintomas
de prostatitis cronica y un grupo control con 31 hombres
asintomaticos para infecciones urogenitales. Para realizar la
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clasificacion de estos grupos se realiz6 la encuesta del Instituto
Nacional de Salud sobre el indice de sintomas de prostatitis
crénica, la cual consta de 13 puntos distribuidos en tres do-
minios: dolor, sintomas urinarios y el impacto en la calidad de
vida [17].

Los hombres con sintomas de prostatitis cronica debian
presentar dolor perineal y/o eyaculatorio ademas de mas de 4
puntos en el nivel o escala de dolor utilizando el cuestionario,
mientras que en el grupo control los voluntarios no debian tener
antecedentes de sintomas genitourinarios o cirugia urogenital
y no presentar dolor perineal ni eyaculatorio. Finalmente,
cada participante auto diligencié una encuesta con variables
sociodemograficas, estilos de vida, sintomas urinarios y otros
aspectos relevantes de la salud sexual y reproductiva.

2.2 Muestras de semen y parametros
seminales

Las muestras de semen se obtuvieron por masturbacion des-
pues de una abstinencia sexual de 2 a 5 dias y se recolec-
taron en un recipiente estéril. Los parametros seminales con-
vencionales (volumen seminal, movilidad progresiva y mor-
fologia espermatica) se determinaron teniendo en cuenta los
lineamientos que establece la Organizacion Mundial de la
Salud en la quinta edicién del manual de procesamiento de se-
men humano [18], mientras que la concentracion espermatica
fue evaluada en la cdmara de Makler [19]. De otro lado, los
parametros seminales funcionales (potencial de membrana mi-
tocondrial, produccion de especies reactivas del oxigeno [20],
integridad de la membrana plasmatica [2 1], lipoperoxidacion
de la membrana [22]) fueron evaluados por citometria de flujo
(Fortessa, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), segin
protocolos establecidos previamente [13, 20, 23].

2.3 Evaluacion de la capacidad antioxidante
total del plasma seminal

Se mezclaron 3 mL de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)
con 200 uL de la muestra de semen, se incubd una hora y
se procedio a leer en un espectrofotdmetro (Spectronic 20
Spectrophotometer®; Genesys, Rochester, NY, USA) a 515
nm, el control positivo utilizado fue acido ascorbico [13, 24].

2.4 Extraccion de ADN

Se realiz6 extraccion del ADN de las muestras de semen
usando el protocolo de fenol-cloroformo. Brevemente, las
muestras de semen se centrifugaron a 200g por 10 minutos.
A las muestras se les adicion6 0.5 mL de solucion de lisis (Tris
1 M, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.5 M, Cloruro
de sodio (NaCl) 5 M, dodecilsulfato sédico (SDS) 10% y triton
0.1%) y 5 pL de proteinasa K (20 mg/mL, Thermo-Scientific,
MA, USA) durante 12 horas a 54 °C. Posteriormente, se adi-
cion6 1 mL de fenol-cloroformo-isoamilico (Amresco, Ohio,
USA)y se centrifug6 a 5000g por 10 minutos. Al sobrenadante
recuperado se le adicion6 1 mL de etanol absoluto (—20 °C),
50 pL de acetato de sodio 3 M y se dejo a —20 °C toda la
noche para precipitar el ADN. Finalmente, se lavo con 1 mL
de etanol al 70%, se dejo secar el etanol, el ADN fue diluido
en agua libre de DNAsa/RNAsa (Gibco, LifeTechonologies,
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USA) y cuantificado en Nanodrop (ND1000 Spectophotome-
ter, Thermo-Scientific, USA).

2.5 Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

La PCR se realizd en un volumen final de reaccion de 25
uL que contenia 12.5 uL de Master Mix (Thermo-Scientific,
Waltham, MA, USA), soluciéon que contiene 0.025 U/L de
Taq ADN polimerasa, 2 mM de MgCl, y 0.2 mM de cada
desoxinucledsido trifosfato (ANTP). A cada reaccion se le
adicion6 0.6 uM de cada cebador, 2 uL. de ADN (200 ng)
y 9.3 uL de agua. La PCR se realizd en un termociclador
T3000 (Whatman, Biometra, Goettingen, Alemania) con una
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 10 minutos seguida de
40 ciclos de 95 °C, 55 °C y 72 °C por 30 segundos cada
temperatura y una elongacion final de 72 °C por 5 minutos
empleando los cebadores reportados en la literatura para los
microorganismos L. crispatus, L. iners, Atopobium vaginae,
Gardnerella vaginalis [25]; como controles positivos de las
reacciones se empled el ADN extraido de cada cepa bacteriana.

2.6 Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el programa estadis-
tico GraphPad Prism 9.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA.),
un valor de p < 0.05 fue considerado como significativo.
Los datos se expresaron como mediana, minimo y maximo.
Ademas, se realizaron comparaciones cuantitativas y cualitati-
vas entre algunas variables observadas en el grupo de hombres
con sintomas de prostatitis cronica y hombres asintomaticos
para infecciones urogenitales empleando las pruebas de Mann
Whitney y Chi cuadrado. Los datos de las pruebas funcionales
espermaticas y las concentraciones de citoquinas mediante
citometria de flujo se analizaron utilizando el programa FlowJo
version 7.6 (Tree Star, Inc. San Carlos, CA, USA.).

3. Resultados

Los voluntarios con sintomas de prostatitis cronica presentaron
menor porcentaje de morfologia normal espermatica (4.3% vs.
grupo control 6.0%, p = 0.004) y concentracion espermatica
(96 millones/mL vs. grupo control 70.5 millones/mL, Tabla 1).
Los voluntarios con sintomas de prostatitis cronica presentan
menor potencial de membrana mitocondria, integridad de la
membrana plasmatica y produccion de especies reactivas de
oxigeno, mientras que mayor lipoperoxidacion de la membrana
espermatica y capacidad antioxidante que el grupo control
(Tabla 2).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas
en la presencia de los microorganismos L. crispatus, L. iners,
G. vaginalis y A. vaginae en muestras de semen de hombres con
sintomas de prostatitis cronica y el grupo control. Sin embargo,
los voluntarios de grupo de hombres con sintomas de prostatitis
cronica presentan con menor frecuencia el ADN de 4. vaginae
(4.4% vs. grupo control 9.7%), G. vaginalis (45.5% vs. grupo
control 54.8%), L crispatus (9.1% vs. grupo control 16.1%) y
L. iners (45.5% vs. grupo control 58.1%) (Figs. 1,2).

1013pb
900pb

* 600pb

FIGURA 1. Electroforesis de controles positivos y
negativos de microorganismos. A. Atopobium vaginae (155
pares de bases-pb-); B. Gardnerella vaginalis (139 pb); C. L.
crispatus (145 pb); D. L. iners (166 pb).

Microbiota en semen

mm Control Bl Prostatitis
A. vaginae- 0.4859
G. vaginalis- 0.5007
L. crispatus 0.4559
L. innes 0.3649
100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 10

Porcentaje
Chi-square

FIGURA 2. Frecuencia de deteccion de ADN de las
bacterias A. vaginea, G. vaginalis, L. crispatus 'y L. iners en
las muestras de semen de hombres del grupo prostatitis y
control.

4. Discusion

Los Lactobacillus son bacilos anaerobios facultativos, catalasa
negativos, grampositivos y no formadores de esporas, normal-
mente se encuentran en el cuerpo humano, especialmente en la
microbiota del tracto reproductivo femenino y masculino [26],
las especies de Lactobacillus pueden provocar cambios en el
equilibrio microbiano tanto del tracto reproductivo masculino
como del femenino, en relacién con un entorno reproductivo
favorable [3, 16]. La presencia de estas bacterias induce un
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TABL A 1. Parametros convencionales del semen.

Grupo control Grupo prostatitis valor p
Parametro mediana minimo—méaximo mediana minimo—-maximo
Volumen seminal (mL) 2.5 0.3-5.0 2.8 0.8-11.8 0.304
pH 8.0 7.0-9.0 8.0 8.0-9.0 0.695
Movilidad total I + II (%) 48.5 3.0-81.0 50.5 17.0-67.0 0.823
Concentracion (millones de espermatozoides/mL) 96.0 10.0-280.0 70.5 0-520.0 0.394
Viabilidad (%) 79.0 36.0-92.0 81.5 43.0-85.0 0.633
Morfologia normal (%) 6.0 4.0-13.0 43 2.0-7.0 0.004
Indice de teratzoospermia 1.2 0.9-1.5 1.3 1.1-1.5 0.947

TABLA 2. Parametros funcionales del semen, 6xido nitrico y antigeno prostatico.

Grupo control Grupo prostatitis valor p
Pardmetro mediana minimo-maximo mediana minimo—mAaximo
Potencial de membrana mitocondrial (%) 53.0 12.9-73.5 46.6 21.5-75.5 0.579
Integridad de la membrana plasmatica (%) 62.4 8.5-84.4 56.3 20.7-69.9 0.130
Produccion especies reactivas del oxigeno (%) 60.9 21.7-86.2 52.1 23.9-70.7 0.218
Indice de fragmentacion del ADN (%) 11.0 10.1-14.9 10.9 10.2-13.0 0.814
Lipoperoxidacion de la membrana (%) 46.9 2.1-98.5 70.2 14.9-96.4 0.100
Capacidad antioxidante del plasma seminal (%) 54.4 15.2-81.4 61.7 16.8-75.4 0.887

efecto protector frente al desarrollo de enfermedades geni-
tourinarias en el hombre, tales como, cistitis, prostatitis y
uretritis siendo esto de gran importancia para poder estudiar
el efecto de la presencia de estas especies en la microbiota del
tracto reproductivo [27]. En el presente trabajo se encontr6
que los voluntarios con sintomas de prostatitis cronica pre-
sentan menor deteccion de ADN de microorganismos como
Lactobacillus como previamente lo reportaron Mandar R N et
al. [28], quienes encontraron que ¢l semen de los pacientes
con prostatitis cronica tenia menor presencia de Lactobacillus
especialmente Lactobacillus irnes, Gardnerella, Atopobium,
en comparacion con individuos sanos.

Las mujeres en edad fértil poseen una microbiota vaginal
donde predominan una o dos especies de Lactobacillus, (L.
crispatus, L. jensenii, L. gasseri y L. Iners) protegiendo el
ecosistema vaginal en conjunto con otros microorganismos
(Gardnerella y Atopobium) [3], se ha descrito mayor abun-
dancia de L. Iners en la microbiota tanto en hombres como
mujeres fértiles en comparacion con L. crispatus [16], e incluso
se ha observado mejor morfologia espermatica en las muestras
de semen de individuos a los cuales se les ha detectado la
presencia de Lactobacillus en el tracto urogenital [15, 16]. Por
lo tanto, la presencia de Lactobacillus en la microbiota de los
hombres se puede asociar como un efecto benéfico tanto para
la calidad seminal como para el tracto masculino.

La prostatitis cronica es una enfermedad frecuente que
afecta a hombres entre 36 y 50 afios, presenta sintomas
de dolor en los que se incluyen dolor pélvico, perineal,
escrotal, eyaculatorio y pubico, sintomas urinarios y sintomas
psicosociales [29]. En el presente estudio se encontrd que los
sintomas de dolor se ubican principalmente escrotal/testicular,
perineal/ingle y parte inferior de la espalda, concordando con

lo encontrado en un estudio realizado por Rees J et al. [30],
donde indicaron que la localizacion mas prevalente del dolor
es la region perineal (63% de los voluntarios), seguida de las
areas testicular, piibica y el pene. La prostatitis cronica parece
tener un impacto negativo en muchas areas del funcionamiento
sexual y psicoldgico, en un estudio realizado por Smith K
et al. [31], se encontr6 que los hombres con prostatitis
cronica en comparacion con hombres sanos experimentaron
mayores niveles de disfuncion sexual asociados con la
disfuncion eréctil y la eyaculacion precoz, lo que respalda lo
encontrado en nuestro estudio donde el 22.7% y el 31.8% de
los voluntarios con prostatitis cronica mostraron disfuncion
eréctil y eyaculacion precoz respectivamente.

Los resultados del presente estudio mostraron que en los pa-
cientes con prostatitis cronica se detecta con menor frecuencia
el ADN de los microorganismos de especies de Lactobacillus
spp. en comparacion con el grupo control. En algunos es-
tudios se ha mencionado el papel necesario de las bacterias
en el semen, especialmente las especies de Lactobacillus,
estas especies se asocian a la calidad seminal, contrarrestan
la influencia negativa de otros patdogenos y ademas se asocia
como factor protector para el desarrollo de otras alteraciones
genitourinarias [28, 32, 33].

5. Conclusions

La menor deteccion de ADN de los microorganismos L. crispa-
tus, L. iners, G. vaginalis y A. vaginae en las muestras de
semen de hombres con sintomas de prostatitis cronica re-
specto a los hombres asintomaticos para infecciones urogen-
itales sugiere un papel protector de estos microorganismos
pertenecientes a la microbiota del tracto genital femenino.
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