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RESUMEN

Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) es considerada como la bacteria principal
de infecciones de transmision sexual (ITS), puede causar graves patologias
urogenitales tanto en el aparato reproductor masculino como en el femenino, sin
embargo, la mayoria de los individuos infectados por este patdgeno, no presentan
signos ni sintomas clinicos. C. trachomatis también se ha asociado con la infertilidad
masculina debido a que es una de las principales causas de inflamacion pélvica en
los 6rganos del aparato reproductor masculino, ademas de que, se ha encontrado
que la infeccion puede causar la alteracion de los parametros seminales en los
varones infértiles.

Este estudio tuvo como objetivo determinar mediante la prueba PCR punto final la
presencia de C. trachomatis en el semen de varones con problemas de infertilidad,
para asi conocer la frecuencia de aislamiento de la bacteria y ademas corroborar su
posible relacion con la infertilidad masculina y con las anomalias en los pardmetros
seminales. Para lo cual, se analizaron un total de 87 muestras de semen de varones
gue acudieron al Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes”,
los datos clinicos de los varones como edad, tipo de infertilidad, parametros
seminales y comorbilidades, se obtuvieron de sus expedientes electronicos.
Al analizar las muestras, 28 (32.18%) varones resultaron positivos a C. trachomatis,
de los cuales 21 (24.14%) de ellos presentaron infertilidad primaria y 7 (8.05%)
varones infertilidad secundaria, cuando se realiz6 el analisis estadistico, se
identificd que la infeccidn por la bacteria no estaba asociada directamente con la
infertilidad masculina. Por otra parte, al analizar las anomalias seminales, también
se pudo identificar que no habia asociacién significativa entre los parametros
seminales y la infeccién por C. trachomatis; a pesar de esto, al comparar la calidad
seminal de los varones infectados como de los no infectados, se observo que ambos
grupos presentaron en mayor frecuencia una morfologia inferior al 4% de sus
espermatozoides (teratozoospermia), seguido de un bajo volumen seminal, menor
a 1.4 mL (hipospermia); estos mismos resultados se obtuvieron al analizar
Unicamente la frecuencia de las anomalias seminales en los varones positivos con
infertilidad primaria y secundaria. Igualmente, se relacionaron algunos factores de
riesgo (tabaquismo, alcoholismo, obesidad, hipertension y diabetes) de todos los
varones respecto a su tipo de infertilidad, no obstante, la Gnica condicibn médica
que influyé de manera significativa con la infertilidad secundaria fue la diabetes; los
resultados también mostraron que el factor de riesgo mas frecuente en los varones
positivos a C. trachomatis con diagnostico de infertilidad primaria fue el consumo de
alcohol (con una frecuencia del 28.57%), mientras que, en los varones positivos
diagnosticados con infertilidad secundaria, fue el consumo de alcohol y tabaco
(ambos con una frecuencia del 17.86%).



1. INTRODUCCION

C. trachomatis es una bacteria intracelular obligada de tipo gram negativa, es
responsable de la infeccion bacteriana de transmision sexual mas comun en todo el
mundo, clamidiasis; segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en 2020 se
estimaron 129 millones de nuevas infecciones por C. trachomatis (Rodrigues, et al.,
2022). C. trachomatis, generalmente se transmite por contacto sexual y puede
persistir en hombres y mujeres de manera asintomatica hasta por cuatro afnos,
causando lesiones graves a largo plazo en los 6rganos reproductivos. En las
mujeres, C. trachomatis es causa de diferentes patologias urogenitales como
uretritis aguda, cervicitis y salpingitis, que pueden provocar complicaciones
reproductivas graves como enfermedad pélvica inflamatoria, dolor pélvico crénico,
embarazo ectopico y aborto espontaneo; mientras que en los varones, la infeccién
por C. trachomatis causa uretritis no gonocadcica, epididimitis, orquitis, prostatitis y
proctitis, provocando obstrucciones en el tracto genital y alteraciones en la calidad
seminal (Paira, et al., 2021); sin embargo, su papel en la infertilidad masculina sigue
siendo controversial, a pesar de que las infecciones en el tracto genitourinario de
ambos sexos es una de las principales causas de infertilidad. Por otra parte, la
infertilidad es una enfermedad del sistema reproductivo y es definida como la
incapacidad de lograr un embarazo después de 12 meses de relaciones sexuales
regulares sin proteccion, esta enfermedad afecta alrededor del 15-20% de las
parejas en edad reproductiva y los factores masculinos contribuyen
aproximadamente el 50% de los casos. La fertilidad masculina se evalla
principalmente a través de un anadlisis de semen llamado seminograma o
espermograma, en el cual se analizan los parametros macroscopicos Yy
microscopicos del semen (Stojanov, et al., 2018; Paira, et al., 2021).

En cuanto a los procedimientos de deteccion de C. trachomatis, se incluyen
métodos directos e indirectos como cultivos celulares, deteccién de antigenos
(prueba de anticuerpos fluorescentes directos, inmunoensayos enzimaticos,
inmunocromatografia), pruebas seroldgicas (prueba de microinmunofluorescencia,
ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas) y técnicas moleculares (pruebas de
amplificacion de acidos nucleicos basadas en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)). No obstante, la prueba PCR es considerada como el método de
eleccion para detectar a C. trachomatis debido a su alta sensibilidad y especificidad
a comparacion de los demas métodos, los cuales presentan ciertas limitaciones
como baja precision, baja sensibilidad y baja especificidad. A su vez, la técnica de
PCR permite el uso de diversas muestras para la deteccion de C. trachomatis,
pudiéndose utilizar en el caso de los varones, muestras de semen y orina, a partir
de las cuales se debe extraer ADN y posteriormente corroborar su integridad
mediante la técnica de electroforesis en gel de agarosa, para poder realizar
eficazmente la prueba de amplificacion (Meyer, et al., 2016; Rodrigues, et al., 2022).
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2. MARCO TEORICO
2.1 Morfologia bacteriana de C. trachomatis

C. trachomatis es una bacteria intracelular obligada, no moévil y aerbbica
perteneciente a la familia Chlamydiaceae, dentro de sus caracteristicas presenta
una forma esférica u ovalada (observandose como cocos gram negativos) y un
tamafo de diametro de 0.3 um a 1 um (Figura 1) (Ostos, et al., 2003; Ryan, et al.,
2017). Debido a que es una bacteria intracelular obligada, carece de habilidad para
sintetizar compuestos de alta energia, por lo cual, es considerada como un parasito
energeético, ya que su principal fuente de energia es el ATP de la célula huésped.

Figura 1. Micrografia éptica de fluorescencia de células humanas (rojo)
infectadas por C. trachomatis (verde).
(Tomado de Ryan, 2017.)

Respecto a su estructura, C. trachomatis estd conformada por una membrana
externa, la cual se asemeja a la pared celular de las bacterias gram negativas, pues
contiene lipopolisacéarido (LPS), un antigeno termoestable que es abundante en la
membrana externa de las bacterias gram negativas; asi mismo, la membrana
externa de C. trachomatis contiene también proteinas, dentro de las cuales se
incluye a una proteina mayor de membrana externa (MOMP), la cual constituye casi
el 60% del total de las proteinas, siendo esta, el antigeno dominante de la bacteria
(Ryan, et al., 2017).
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2.2 C. trachomatis como infeccion bacteriana de transmision sexual

C. trachomatis es considerada la bacteria principal de las infecciones de transmisién
sexual (ITS), su huésped natural es la especie humana, infectando las células
epiteliales en los tractos reproductivos masculino y femenino, es un patégeno
principalmente silencioso, pues la mayoria de las infecciones genitales causadas
por esta bacteria son asintomaticas en el 70-80% de las mujeres y en el 40-50% de
los varones (Shetty, et al., 2021), lo que significa que los individuos desconocen que
pueden infectar a otros, aumentando el riesgo de nuevas infecciones. C. trachomatis
se puede encontrar en el pene, la vagina o el ano, de modo que, su transmision se
lleva a través de relaciones sexuales vaginales, anales u orales, siempre y cuando
al menos una de las personas este infectada y exista contacto con las secreciones
uretrales, vaginales o anales, asi mismo, la infeccion de este patégeno puede ocurrir
por transmision vertical, es decir, de una madre infectada al recién nacido durante
el parto vaginal, a través del contacto con secreciones cervicales infectadas
(Mohseni, et al., 2022; Shetty, et al., 2021).

La infeccidn por C. trachomatis es causa de diferentes patologias urogenitales tanto
en mujeres (Tabla 1) como en varones (Tabla 2), las cuales, pueden provocar
lesiones graves a largo plazo en los 6rganos reproductivos de ambos sexos.

Tabla 1. Patologias urogenitales en mujeres causadas por C. trachomatis.

Patologias Descripcion

Inflamacion de la uretra, los sintomas incluyen
malestar al orinar, miccion frecuente,

Uretritis aguda pérdida involuntaria de orina y eliminacién de
un flujo vaginal mucoso, blanquecino, amarillento
0 verdoso.
Inflamacion del cuello uterino, que provoca
Cervicitis sintomas como aumento del flujo vaginal,

sangrado, dolor abdominal y malestar al orinar.
Inflamacion aguda o crénica de las trompas de
Falopio, provocando dolor pélvico, dolor durante
Salpingitis la menstruacion y durante las relaciones
sexuales, asi como, sangrado vaginal, fiebre,
nauseas y vomito.

Ulceras genitales indoloras, suelen tener un
Linfogranuloma aspecto pequefio y estrellado, la mayoria de las
venéreo veces esta lesion pasa inadvertida y se resuelve

espontdneamente sin dejar cicatriz.
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Patologias Descripcién

Dolor pélvico
cronico

Embarazo
ectbpico

Aborto
espontaneo

Enfermedad
pélvica
inflamatoria

Tabla 2. Patologias urogenitales en varones causadas por C. trachomatis.

Dolor de localizacién pélvica, es decir, en el
abdomen bajo; persiste durante al menos 6
meses de forma continua o intermitente, pudiendo
provocar dolor durante las relaciones sexuales.
Implantacion y posterior desarrollo del embrion
fuera de la cavidad uterina, el lugar mas comun
son las trompas de Falopio (ectdpico tubérico),
pero también puede implantarse en el cuello
uterino (ectdpico cervical) o en la cavidad
abdominal (ectopico abdominal).
Expulsién espontanea por el Gtero del producto
de la concepcion antes de que sea viable;
alrededor del 80% de los abortos ocurren durante
el primer trimestre de gestacion.

Proceso inflamatorio de los tramos superiores del
aparato genital femenino, suele afectar por lo
general a las trompas de Falopio y desde alli
extenderse a los ovarios; produciendo dolor
pélvico, fiebre, vomitos, secrecion vaginal con mal
olor, dolor o sangrado durante las relaciones
sexuales y malestar al orinar.

Patologias Descripcion

Uretritis no
gonococica

Epididimitis

Orquitis

Prostatitis

Inflamacion de la uretra que no es ocasionada por
la bacteria Neisseria gonorrhoeae, los sintomas
incluyen malestar al orinar y secrecion uretral que
suele ser blanca, gris o0 a veces transparente.
Inflamacion del epididimo (conducto que conecta
el testiculo con los vasos deferentes), provocando
dolor y sensibilidad testicular unilateral y fiebre.
Inflamacion de uno o ambos testiculos,
manifestando dolor, secrecion del pene, fiebre,
malestar al orinar y dolor durante las relaciones
sexuales o al eyacular.

Inflamacion de la prostata, los sintomas incluyen
malestar al orinar, pérdida involuntaria de orina,
dolor pélvico y dolor durante la eyaculacion.
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Patologias Descripcién

Inflamacion de la mucosa rectal o anal, algunos
Proctitis signos y sintomas incluyen dolor rectal,
secrecion, sangrado, dolor al defecar, fiebre o
malestar general.
Ulceras genitales indoloras, suelen tener un
Linfogranuloma aspecto pequefio y estrellado, la mayoria de las
venéreo veces esta lesion pasa inadvertida y se resuelve
espontaneamente sin dejar cicatriz.

Asi mismo, la infeccion por C. trachomatis puede llegar a provocar patologias
extragenitales tanto en mujeres como varones (Tabla 3).

Tabla 3. Patologias extragenitales en mujeres y varones causadas por
C. trachomatis.

Patologias Descripcion

Inflamacion de la conjuntiva (membrana delgada
Conjuntivitis gue recubre la parte blanca del ojo y el interior de
los parpados), causando enrojecimiento en los
0jos, picazon, secrecion y lagrimeo.
Faringitis Inflamacion de la mucosa faringea, provocando
dolor e irritacion en la garganta.

Dentro de los factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de infecciones por
C. trachomatis, se encuentran, ser sexualmente activo, estar en edad reproductiva,
tener multiples parejas sexuales, hacer uso inconsistente de métodos de barrera,
tener antecedentes de ITS y estar expuesto a parejas sexuales comerciales.
En algunos estudios se ha observado que el grupo de edad sexualmente activo
menor de 25 afios presenta un mayor riesgo de contraer la infeccién (Paira, et.al.,
2021), con una prevalencia mas alta en mujeres de 15 a 24 afios y una incidencia
mas alta en varones de 20 a 24 afios de edad (Mohseni, et al., 2022), sin embargo,
esto depende meramente de la poblacién que se esté estudiando.

La infeccidon de esta bacteria es tratada mediante la prescripcion de antibidticos
como azitromicina o doxiciclina y algunas alternativas como eritromicina,
levofloxacino y ofloxacina; el objetivo del tratamiento es la prevencion de
complicaciones asociadas con la infeccion para disminuir el riesgo de transmision y
en aquellas patologias sintométicas la resolucion de los sintomas.
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Los pacientes deben abstenerse de mantener contacto sexual desde el inicio del
tratamiento hasta el término del mismo y también es conveniente realizarse pruebas
de diagndstico contra otras ITS. El tratamiento con antibiéticos tiene una tasa de
efectividad del 95%, el prondstico es bueno con el inicio oportuno del tratamiento y
con la finalizacion de todo el ciclo de antibidticos, sin embargo, puede ocurrir una
reinfeccion si la o las parejas sexuales de la persona infectada estan contagiadas y
no son tratadas adecuadamente; por lo que es necesario que las parejas sexuales
sean identificadas y evaluadas para descartar el contagio por C. trachomatis y en
caso de existir un contagio, deben ser tratadas al mismo tiempo que su pareja.

2.3 Infertilidad primaria y secundaria

La infertilidad es una enfermedad del sistema reproductivo y es definida como la
incapacidad de lograr un embarazo después de 12 meses de relaciones sexuales
regulares sin proteccién, esta enfermedad afecta al 15-20% de las parejas en edad
reproductiva en todo el mundo y tanto las mujeres como los varones aportan por
igual a los casos de infertilidad (Stojanov, et al., 2018; Paira, et al., 2021).
La infertilidad se clasifica en dos tipos, como primaria y secundaria, la primera es
aguella en la que el embarazo nunca se ha conseguido o este no logra llegar a
término con el nacimiento del recién nacido, mientras que, la infertilidad secundaria,
se define como la imposibilidad de lograr o concluir un embarazo después de haber
concebido al menos una vez antes (Bai, et al., 2021). Aproximadamente, el 85% de
las parejas infértiles tienen una causa identificable, mientras que, el 15% restante
de las parejas infértiles presentan infertilidad inexplicable.

2.4 El papel de C. trachomatis en la infertilidad masculina

Los factores masculinos contribuyen al 50% de los casos de infertilidad y la infeccién
del tracto urogenital masculino es una de las causas mas importantes de este
problema en los varones; se estima que las ITS causan el 15% de los casos de
infertilidad masculina (Goulart, et al., 2020). Asi bien, las ITS afectan la fertilidad por
diferentes mecanismos: por dafio directo e indirecto a 6érganos y gametos, por la
inflamacion inducida y el dafio tisular asociado en los genitales, por cicatrizacion y
obstruccion en los 6rganos reproductivos (Paira, et al., 2021). Entre los patégenos
responsables de ITS asociados a problemas de infertilidad masculina se encuentra
C. trachomatis, ya que esta bacteria es una de las principales causas de inflamacion
pélvica en los 6rganos del aparato reproductor; asi mismo, algunos estudios han
reportado que esta infeccion bacteriana puede causar la obstruccién total o parcial
del transporte de los espermatozoides e incluso causar alteraciones en el proceso
de espermatogénesis (proceso por el cual se producen los espermatozoides),
afectando su calidad y cantidad (Rodrigues, et al., 2022).
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Por otra parte, C. trachomatis se ha detectado en el semen de varones sintomaticos
y asintomaticos, los cuales presentan problemas de infertilidad primaria o
secundaria y en algunos de estos varones se observo el deterioro y alteracion de
sus parametros seminales (Lopez, et al., 2017; Lopez, et al., 2020; Nasr, et al.,
2021). De esta manera, la presencia de este patdgeno en el tracto urogenital
masculino puede tener un impacto negativo en la fertilidad masculina al afectar los
paradmetros seminales.

2.4.1 Aparato reproductor masculino
Organos externos

Dentro de los 6rganos externos del aparato reproductor masculino se encuentran
los testiculos y el pene (Figura 2), los cuales, se localizan fuera de la cavidad
abdominal.

e Testiculos: Su principal funcion es la produccién de espermatozoides y
hormonas sexuales, como testosterona.

e Pene: Se encarga de transportar orina y semen por medio de la uretra.
El pene esta conformado a su vez por diferentes elementos como el glande,
el cual esta cubierto por un pliego de piel llamado prepucio.

Pene
\ ‘.

Testiculo

Glande

Figura 2. Organos externos del aparato reproductor masculino.
(Tomado de Gémez, E., et al., 2022.)
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Organos internos

Los organos internos del aparato reproductor masculino se localizan dentro de la
pelvis y estan conformados por el epididimo, conducto deferente, vesiculas
seminales, prostata y uretra (Figura 3).

Epididimo: Se encuentra situado detras de cada testiculo y tiene como
funcion almacenar a los espermatozoides durante el proceso de maduracion.

Conducto deferente: Conducto por el cual los espermatozoides se
transportan desde el epididimo hacia los conductos eyaculatorios.

Vesiculas seminales: Glandulas situadas en la base de la vejiga, se
encargan de secretar la mayor parte del semen, ademas de proporcionar
nutrientes y energia para los espermatozoides que viajan en él, ya gque,
durante la emisién y la eyaculacion, las vesiculas seminales vacian sus
secreciones, contribuyendo considerablemente al volumen del semen.

Prostata: Glandula que se encarga de segregar liquido seminal para
proteger a los espermatozoides, debajo de la préstata se encuentran las
glandulas bulbouretrales o de Cowper, las cuales secretan un liquido
lubricador o moco durante la excitacion sexual.

Uretra: Conducto por el cual se expulsa el semen durante la eyaculacion,
ademas de expulsar la orina almacenada en la vejiga durante la miccion.

Vejiga Vesicula seminal
Prostata

Uretra —__ Sl e Glandula bulbouretral

Epididimo

Figura 3. Organos internos del aparato reproductor masculino.
(Tomado de Gémez, E., et al., 2022.)
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2.4.2 Recorrido del semen en el aparato reproductor masculino

El recorrido del semen comienza a partir de los testiculos en donde se producen los
espermatozoides, posteriormente el epididimo los almacena por varios dias hasta
su maduracion, cuando se produce la eyaculacion los espermatozoides se expulsan
del epididimo para entrar al conducto deferente y poder llegar a la vesicula seminal
y a la prostata, en donde los espermatozoides se mezclaran con el plasma seminal
de estas dos glandulas, formandose el semen y desplazandolo hacia la uretra, en
donde finalmente sera expulsado (Figura 4).

Vesicula seminal

Conducto deferente Prostata

Epididimo

Testiculos

Uretra

Figura 4. Recorrido del semen en el aparato reproductor masculino.
(Tomado de Rodrigo, A., et al., 2021.)

La mayor parte del volumen del eyaculado (60-65%) es aportado por las vesiculas
seminales, por su parte, la préstata aporta el 20-30% del volumen total del
eyaculado, mientras que los testiculos y el epididimo contribuyen Unicamente con
el 5%.

2.5 Evaluacién de fertilidad masculina y parametros seminales

La fertilidad masculina se evallUa principalmente a través de un analisis de semen
llamado, seminograma o espermograma, en él se analizan los parametros
macroscopicos y fisicoquimicos del semen como lo son, licuefaccion, viscosidad,
volumen, aspecto y pH, asi como, los parametros microscépicos que incluyen la
concentracion de espermatozoides, su movilidad, vitalidad y morfologia.
Estos parametros seminales son establecidos por la OMS dentro del “Manual de
laboratorio para el examen y procesamiento de semen humano”, los resultados de
la evaluacion de dichos parametros se comparan con los valores de referencia para
determinar la calidad seminal (Tabla 4).

21



Tabla 4. Principales parametros seminales y valores de referencia
emitidos por la OMS (2021).

Parametro Valores de referencia

Licuefaccion Completa
Viscosidad Normal
Volumen 1.4mL-6mL
Aspecto gris opalescente
pH >7.2
Movilidad 240% de espermatozoides

moéviles progresivos
216 millones de
espermatozoides/mL y
Concentracién 39 millones de
espermatozoides en la
totalidad de la muestra

Vitalidad 254% de espermatozoides
vivos
Morfologia 24% de espermatozoides
normales

Por tanto, el seminograma es una prueba de laboratorio de gran importancia para
la evaluacion de la infertilidad en las parejas y para el estudio de las enfermedades
genitales masculinas, ya que tiene como finalidad valorar el semen y los
espermatozoides, y un resultado anormal de los parametros seminales puede
asociarse con una menor probabilidad de concepcion. Es importante destacar que,
la infeccion e inflamacion genital resultante de las ITS inducen espermatogénesis
defectuosa y obstruccién del tracto seminal, lo que resulta en parametros seminales
desfavorables (Bai, et al., 2021).

2.5.1 Parametros seminales macroscépicos
Licuefaccion

Se refiere a que tan liquido se encuentra el semen, segun la OMS, para que una
muestra de semen sea considerada como normal, debe presentar una licuefaccion
“‘completa”, es decir, un aspecto liquido. Por el contrario, cuando una muestra de
semen presenta una consistencia mas densa se dice que la licuefaccion es
‘incompleta”.
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Viscosidad

Una muestra de semen normal debe tener una consistencia ligeramente viscosa,
para permitir que los espermatozoides se muevan libremente, cuando el semen
presenta una consistencia altamente viscosa, es considerada como una muestra
anormal, ya que una alta viscosidad conlleva a problemas de movilidad de los
espermatozoides.

Volumen
La cantidad expulsada de semen, debe ser mayor o igual a 1.4 mL por eyaculacion.
Aspecto

Una muestra normal de semen tiene una apariencia homogénea gris opalescente,
cuando el semen presenta una apariencia menos opaca se debe a que
la concentracion de espermatozoides es muy baja, cuando el semen se observa
color marrén contiene glébulos rojos, o bien, cuando se observa amarillenta, se
puede deber a una infeccidén bacteriana, ictericia o al consumo de vitaminas y/o
medicamentos.

pH

El valor normal de pH seminal segun la OMS debe encontrase por encima de 7.2,
ya que, a valores de pH acido se produce la mortalidad de los espermatozoides.

2.5.2 Parametros seminales microscopicos
Morfologia

En un seminograma, debe haber al menos el 4% de espermatozoides con forma
normal, con cabeza, cuello o pieza intermedia y flagelo o cola (Figura 5). La cabeza
debe ser lisa y de forma ovalada, con una longitud aproximada entre 4-5 um
y un ancho entre 2.5-3.5 ym, asi mismo, debe haber una regién acrosomal
claramente definida ocupando el 40-70% de la cabeza. Por su parte, el cuello o
pieza intermedia debe ser delgada, con un ancho menor a 1 ym y una longitud
aproximada de una cabeza y media del espermatozoide. El flagelo o cola debe ser
derecha y uniforme, mas estrecha que la pieza intermedia, debe estar desenrollada
y medir aproximadamente 45 uym de largo (10 veces la longitud de la cabeza).
Por tanto, un espermatozoide normal, debe medir aproximadamente 60 um de largo.
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Acrosoma—-"v\q. hov e Cuello o pieza intermedia

T

Cabeza

Flagelo o cola

Figura 5. Estructura y componentes de un espermatozoide.
(Tomado de Pérez, A., et al., 2021.)

Concentracion

En la concentracion se hace un recuento de los espermatozoides de la muestra de
semen, el valor normal de espermatozoides por cada mL de volumen eyaculado es
de 16 millones, mientras que, el nUmero total de espermatozoides en la muestra es
de 39 millones (Figura 6). El recuento debe incluir inicamente a espermatozoides
completos (con cabeza, pieza intermedia y flagelo).

[. ’\: r’-,/' J 2 N W ‘l
Yy O
Normal Anormal

Figura 6. Representacion esquematica de la concentracion normal y anormal de
espermatozoides en una muestra de semen vista bajo el microscopio.
(Tomado de Reproduccion Asistida ORG, 2021.)

Movilidad

La movilidad valora el porcentaje de espermatozoides moviles en la muestra de
semen, ademas de que, analiza el modo en el que se mueven, la OMS clasifica la
movilidad de los espermatozoides en cuatro categorias (Figura 7).
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e Grado “A” o movilidad progresiva rapida: espermatozoides que se mueven
activamente, ya sea linealmente o en un gran circulo.

e Grado "B” o movilidad progresiva lenta: espermatozoides que se mueven
activamente de forma lineal o en un gran circulo, pero de manera lenta.

e Grado “C” o movilidad no progresiva: espermatozoides en los cuales no hay
desplazamiento, pero si hay movilidad flagelar.

e Grado “D” o inmdviles: espermatozoides sin movimiento.

Para que una muestra de semen sea considera como normal, el 40% de los
espermatozoides deben moverse de forma progresiva.

s

Progresiva Progresiva No progresiva Inmoviles
rapida lenta

Figura 7. Representacion esquematica de la movilidad de los espermatozoides.
(Tomado de Velasco, M., et al., 2023.)

Vitalidad

Una muestra normal de semen debe presentar mas del 54% de espermatozoides
vivos. La vitalidad también es Util para saber si los espermatozoides inméviles estan
Vivos 0 muertos, y esto debe ser determinado si el porcentaje de espermatozoides
inmoviles supera el 60%.

2.5.3 Anomalias en los parametros seminales

Cuando una muestra de semen es evaluada a través del seminograma y todos sus
pardmetros macroscopicos y microscopicos se encuentran dentro del valor de
referencia emitidos por el manual de la OMS 2021, se considera que la muestra de
semen es normal, a esto se le conoce como normozoospermia.
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No obstante, cuando algun parametro seminal de la muestra se encuentra fuera del
valor de referencia, se nombrar4 la anomalia de acuerdo al parametro alterado
(Tabla 5) y esto se podra asociar a un problema de infertilidad.

Tabla 5. Nomenclatura de anomalias en los pardmetros seminales.

Nomenclatura Anomalia

Azoospermia Ausencia de espermatozoides en el eyaculado.
Hipospermia Volumen inferior del eyaculado al valor de
referencia.
Hiperespermia Volumen superior del eyaculado al valor de
referencia.
Oligozoospermia Concentracién de espermatozoides menor al
valor de referencia.
Astenozoospermia Movilidad inferior de los espermatozoides al
valor de referencia.
Teratozoospermia Morfologia inferior de los espermatozoides al

valor de referencia.
Vitalidad inferior de los espermatozoides al

Necrozoospermia valor de referencia. (Porcentaje elevado de
espermatozoides muertos).
Aspermia Ausencia del eyaculado.

De igual modo, pueden presentarse combinaciones de dos o mas anomalias
seminales, lo cual puede conllevar a un severo problema de infertilidad; por ejemplo,
astenoteratozoospermia, que es la movilidad inferior y morfologia anormal de los
espermatozoides.

2.6 Métodos de deteccion para C. trachomatis

Existen varios procedimientos para la deteccion de la infeccion por C. trachomatis,
los cuales incluyen métodos directos e indirectos.

1) Meétodos directos: son aquellos en los que las infecciones localizadas,
pueden analizarse mediante ensayos para la deteccion directa de patdégenos,
como cultivos celulares, deteccion de antigenos (prueba de anticuerpos
fluorescentes directos, inmunoensayos enzimaticos e inmunocromatografia)
y técnicas moleculares (pruebas de amplificacion de acidos nucleicos).
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Cultivo celular

Durante mucho tiempo se consideré la prueba de referencia para la deteccién de
C. trachomatis, debido a su alta especificidad (99.9%) y se realizaba utilizando
células McCoy, Hela o Buffalo Green Monkey Kidney; este método de deteccidn
requeria muestras como hisopados endocervicales y uretrales, los cuales se deben
recolectar y transportar utilizando dispositivos y medios de transporte especiales,
esto era considerado una desventaja para esta técnica, ya que la sensibilidad del
cultivo podia verse afectada (oscilando entre el 70-80% o menos) debido a la
recoleccion, el almacenamiento y el transporte inadecuado de la muestra. Otras
desventajas de este método era su alto costo, la intensidad de mano de obra, el
aumento de tiempo de respuesta y su dificil estandarizacion, por lo que el cultivo
celular ha dejado de ser un método de diagndstico de rutina para C. trachomatis
(Meyer, et al., 2016).

Prueba de anticuerpos fluorescentes directos (DFA)

Esta prueba tiene una especificidad del 98 al 99% y una sensibilidad del 80 al 90%
en comparacion con el método de cultivo celular, una de sus principales ventajas es
que es relativamente rapida (se puede realizar en aproximadamente 30 min) y no
depende de un sistema de transporte de temperatura controlada, sin embargo, esta
técnica exige experiencia y tiempo en el examen e interpretacion de los resultados,
lo que puede resultar en desventaja. DFA, utiliza anticuerpos monoclonales
marcados con isotiocianato de fluoresceina dirigidos contra el antigeno LPS o
MOMP de C. trachomatis (Shetty, et al., 2021).

Inmunoensayos enziméaticos (EIA)

Presentan una sensibilidad del 65 al 80% y una especificidad del 97 a 99%,
convirtiéndola en una prueba de deteccion adecuada para C. trachomatis; se basa
en la deteccion del antigeno especifico LPS sin embargo, el principal inconveniente
de esta prueba es la reaccion cruzada de los anticuerpos especificos LPS de
C. trachomatis con los LPS de otras bacterias, lo que da lugar a resultados falsos
positivos (Shetty, et al., 2021).

Pruebas de diagnéstico rapido (PDR)

La mayoria de las PDR son pruebas inmunocromatograficas que proporcionan
resultados en pocos minutos, siendo esto una ventaja, puesto que los pacientes
pueden recibir terapia con antibiéticos inmediatamente después de un resultado
positivo, no obstante, en comparacion con el cultivo, las PDR basadas en antigenos
son significativamente menos sensibles (20-65%) y menos especificas (97-99%).
Este tipo de pruebas estan basadas en tecnologia de flujo lateral y detectan el
antigeno LPS de C. trachomatis, en hisopos genitales y/o en orina (Meyer, et al.,
2016).
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Pruebas de amplificacion de acidos nucleicos (NAAT)

Son los ensayos mas sensibles (=98.8%) y especificos (=99.9%) (Rodrigues, et al.,
2022), con una especificidad similar al del cultivo celular, pero a diferencia de este,
no dependen de condiciones especificas de transporte y almacenamiento, por lo
gue son consideradas como el método de eleccion o “nuevo estandar de oro” para
la deteccion de C. trachomatis, ya que son pruebas rapidas, sencillas, precisas y
confiables, las cuales generan resultados en pocas horas con una alta sensibilidad
y especificidad. La mayoria de las NAAT se basan en la reaccion en cadena de la
Polimerasa (PCR), estas pruebas detectan el ADN de C. trachomatis en funcién de
la tecnologia de amplificacion y su sensibilidad se debe a que son lo suficientemente
eficientes para detectar la presencia de una sola secuencia nucleica en la muestra
clinica (Shetty, et al., 2021). La técnica de PCR hace uso de diversas muestras,
principalmente de hisopados vaginales para la deteccion de C. trachomatis en
mujeres, mientras que, para los varones se recomiendan muestras de orina de la
primera miccién y muestras de semen obtenidas mediante masturbacion.

2) Métodos indirectos: dependen de la deteccion de anticuerpos contra
C. trachomatis y dentro de estos métodos se encuentran las pruebas
serologicas (prueba de microinmunofluorescencia y ensayo de
inmunoabsorcién ligado a enzimas), sin embargo, se ha detectado que los
métodos seroldgicos son inapropiados para diagnosticar infecciones agudas
del tracto genital inferior y anal, ya que la respuesta de anticuerpos se vuelve
detectable solo después de varias semanas 0 meses, en consecuencia, la
serologia encuentra aplicacion en el diagnéstico de una infeccién cronica por
C. trachomatis, pero es inapropiada para diagnosticar infecciones agudas
(Moazenchi, et al., 2017).

Prueba de microinmunofluorescencia (MIF) y Ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA)

El papel de estos dos métodos en el diagnostico de C. trachomatis es muy limitado
y su principal inconveniente es que no logran diferenciar los anticuerpos producidos
contra diferentes especies de Chlamydia, por lo que no son recomendables como
parte de los programas de detecciéon de C. trachomatis. Sin embargo, MIF se
consideré durante mucho tiempo el método de referencia para la prueba de
anticuerpos contra Chlamydia, pues se creia que era la prueba seroldgica mas
sensible, a pesar de que requeria mucho tiempo y mano de obra. Por otro lado, la
técnica ELISA la cual utiliza LPS de género especifico, produce reacciones falsas
positivas atribuibles a reacciones cruzadas con otras especies de Chlamydia, dado
gue los anticuerpos producidos durante infecciones anteriores generalmente
permanecen en circulacion y los resultados positivos de la prueba no confirman la
presencia de una infeccion activa (Shetty, et al., 2021).
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2.7 Acido desoxirribonucleico (ADN)

El ADN es la molécula encargada de almacenar, transmitir y expresar la informacion
genética en la célula; es un biopolimero de elevado peso molecular, constituido por
dos cadenas de nucledtidos unidas entre si formando una doble hélice.
Los nucledtidos estan integrados por un azucar (desoxirribosa), un grupo fosfato y
una base nitrogenada (adenina, guanina, citosina o timina); la molécula de azucar
desoxirribosa ocupa el centro del nucleétido y esta unida por un grupo fosfato de un
lado y una base nitrogenada al otro lado. La unién de los nucleétidos ocurre entre
el grupo fosfato y el azGcar desoxirribosa mediante el enlace 3’ — 5’ fosfodiéster,
dando lugar al esqueleto de la molécula, mientras que, las cadenas permanecen
unidas gracias a la formacion de puentes de hidrogeno entre las bases nitrogenadas
(dos puentes de hidrégeno entre adenina y timina y tres puentes de hidrégeno entre
guanina y citosina), manteniendo estable la estructura helicoidal (Figura 8) (Alejos,
et al., 2014).

Doble Hélice

Nucleétido R 2
Fosfato Base S
nitrogenada

Azucar

desoxirribosa s .

Puentes de
Hidrégeno

Esqueletos de
azucar-fosfato

Figura 8. Estructura del Acido Desoxirribonucleico (ADN).

En cuanto a las caracteristicas del ADN, este mantiene una carga neta negativa, lo
gue lo hace altamente polar, esto debido a que los grupos fosfato estan cargados
negativamente, asi mismo, la carga negativa de estos grupos hace que se repelen
entre si, permitiendo que el ADN se pueda disolver en soluciones acuosas y formar
una capa hidratante alrededor de la molécula.
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2.7.1 Extraccion de ADN mediante el método fenol-cloroformo

Durante afos, la extraccion fenol-cloroformo ha sido uno de los métodos mas
utilizados para llevar a cabo la obtencién de ADN, debido a su economia y facilidad,
ademas de que permite extraer ADN integro, de alta pureza y rendimiento, el cual
es confiable para cualquier ensayo de diagnéstico molecular posterior. Este método
tradicional consiste en cinco etapas: homogeneizacion del tejido, lisis celular,
separacion de proteinas y lipidos, precipitacion y suspension del ADN; y se
fundamenta en la lisis total de las células y sus estructuras subcelulares mediante
el empleo de detergentes con la posterior eliminacion de las proteinas mediante su
extraccion y la de los componentes lipidicos con solventes organicos, dejando al
ADN puro y listo para su separacion por precipitacion en soluciones alcohdlicas
(Sandoval, et al., 2016).

Etapas de la extraccion:
Homogeneizacion del tejido

Consiste en romper las uniones entre las células para facilitar la interaccion con la
solucién de lisis que ayuda a liberar el material genético. Se puede realizar de
manera mecanica, mediante el uso de pistilos o dispositivos electronicos, durante
este proceso es recomendable adicionar solucion de lisis antes de iniciar la
homogeneizacion, ya que esta solucion se encarga de desnaturalizar las proteinas
y mantener estable el ADN. También, la homogeneizacién se puede realizar de
manera quimica, manteniendo la muestra en solucién a altas temperaturas en
presencia de agentes quimicos, como detergentes o proteasas, los cuales se
encargan de romper las uniones entre las células o incluso pueden llegar a perforar
la membrana celular (Alejos, et al., 2014).

Lisis celular

Se lleva a cabo la adicion de una solucion de lisis, la cual esta conformada por
detergentes como dodecilsulfato de sodio (SDS), el cual permite disolver y romper
la membrana celular y nuclear para liberar el acido nucleico de las células, asi
mismo, se utilizan inhibidores enzimaticos como proteinasa K, para inactivar las
enzimas nucleasas que degradan el ADN. La solucion de lisis también contiene
EDTA, agente quelante que forma un complejo con los iones Mg?*, impidiendo el
funcionamiento de las nucleasas (ADNasas) (Alejos, et al., 2014).

Separacién de proteinas y lipidos

La separacion del ADN de las proteinas y lipidos se logra a través de los solventes
organicos, fenol y cloroformo, y mediante diversos ciclos de centrifugacion.
Los solventes se encargan de desnaturalizar a las proteinas y mantener la
separacién de la fase organica y acuosa tras la centrifugacion de la muestra; la fase
organica, ubicada en la parte inferior, contendra a las proteinas y lipidos, mientras
gue, la fase acuosa, ubicada en la parte superior (la cual es menos densa),
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contendrd al ADN, por su parte, en la interfase se localizan la mayor parte de las
proteinas. Por lo que, la separacion de la fase acuosa es un paso crucial en el
proceso de extraccion, pues determinara la pureza del ADN (Sandoval, et al., 2016).
Para minimizar la contaminacion por proteinas, es recomendable volver a extraer la
fase acuosa con los solventes organicos hasta que la interfase sea translicida en
lugar de espesa y opaca.

Precipitacion

Debido a que los acidos nucleicos son insolubles en soluciones alcohdlicas, la
precipitacion del ADN se logra de esta forma, ademas de que para facilitarla
generalmente se afiaden soluciones con altas concentraciones de iones sodio 0
amonio, los cuales, se unen a los grupos fosfato (cargados negativamente),
reduciendo asi las fuerzas repulsivas entre las cadenas de nucleétidos vy
permitiendo que el ADN se pliegue sobre si mismo haciéndolo insoluble
(Alejos, et al., 2014).

Suspensién del ADN

El ADN debe hidratarse lo suficiente para mantenerlo en solucién, debe ser disuelto
en soluciones que aseguren su preservacion como agua estéril y libre de ADNasas,
o bien, en soluciones amortiguadoras como buffer Tris-EDTA, asi mismo, la
cantidad de solucion debe ser minima para mantener una concentracién adecuada
de ADN que permita su empleo en técnicas posteriores, pero suficiente para lograr
una disolucién total de ADN (Sandoval, et al., 2016).

2.8 Electroforesis de ADN en gel de agarosa

La electroforesis es una técnica de separaciéon de moléculas cargadas bajo la
influencia de un campo eléctrico, en donde, las particulas cargadas se separan
mediante la diferencia de su velocidad de migracion; esta técnica analitica se usa
para separar compuestos con carga neta como aminoacidos, péptidos, proteinas y
acidos nucleicos (Gonzélez, et al., 2010). De esta forma, dichas moléculas pueden
migrar a través de una matriz de gel bajo la influencia de un campo eléctrico, y al
utilizar las composiciones de geles y tampones apropiados, estas biomoléculas se
pueden separar segun su carga neta, tamafio y forma (Sun, et al., 2010).

El ADN puede analizarse mediante electroforesis en gel; los geles que se utilizan
para llevar a cabo su analisis suelen estar hechos de agarosa, un azlcar que se
extrae de las algas rojas, mientras que, el disolvente que se utiliza para preparar el
gel es el tampon TAE (Tris-Acetato-EDTA) o TBE (Tris-Borato-EDTA). La
electroforesis en gel de agarosa es el método estandar para separar fragmentos de
ADN cuando no se requiere un alto poder de resolucion, ademas de que, es un
procedimiento simple y econémico.
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La separacion de los &cidos nucleicos funciona aprovechando la carga negativa del
grupo fosfato de la molécula de ADN, pues al aplicar una corriente eléctrica a traves
del gel, las moléculas de ADN comenzaran a migrar hacia el electrodo con carga
opuesta, es decir, al electrodo positivo (dnodo) por medio de los poros de la matriz
(Masoodi, et al., 2021). Es importante saber que las moléculas de ADN grandes
como pequefas tienen la misma relaciébn carga-masa, por lo que ambas seran
atraidas por la misma fuerza hacia el electrodo positivo, sin embargo, sera mas facil
que las moléculas mas pequefias atraviesen la matriz del gel que las moléculas mas
grandes, de este modo, las moléculas de menor tamafio migraran mas rapido en el
gel, mientras que las moléculas de mayor tamafio avanzaran con mas lentitud
(Figura 9), permitiendo que las diferentes moléculas se separen en funcion de su
tamanfo (Fierro, et al., 2014; Masoodi, et al., 2021).

Muestras de ADN

Tampon

Moléculas

mas grandes ®Electrodo positivo

Migracion
de ADN

Moléculas
mas pequenas %

Tampon

Figura 9. Electroforesis de ADN.
(Tomado de National Human Genome Research Institute.)

2.8.1 Caracteristicas del gel de agarosa

Cuando las particulas de agarosa se derriten y se enfrian, forman una malla lo
suficientemente suelta para permitir que el ADN u otras particulas cargadas la
atraviesen después de aplicar un campo eléctrico. Asi mismo, al enfriarse, la
agarosa formara enlaces cruzados para producir un gel poroso, esta porosidad se
determinara de acuerdo al porcentaje de agarosa para realizar el gel; se pueden
usar porcentajes altos (1.5%-3%) para separar fragmentos de ADN que son
relativamente pequefios, o bien, preparar geles de menor porcentaje (0.5%), en este
tipo de geles se producira una red de agarosa con menos enlaces cruzados y poros
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mas grandes, esto permitirA una separacién mas facil de fragmentos de ADN
grandes, en otras palabras, cuando mas baja sea la concentracion de agarosa
mayor serd el tamafio de las moléculas que pueden separase, y viceversa.
Sin embargo, el rango de concentracion de agarosa mas comun en los geles es de
0.8% a 1%, ya que, esta concentracion permite una buena resolucion; una ventaja
de los geles al 1%, es que son menos propensos a desgarrarse 0 romperse que
los geles de menor porcentaje, ademas de que son mas rapidos en la separacion
de fragmentos de ADN en comparacion de los geles de mayor porcentaje como los
de 2% o0 3%, los cuales suelen utilizarse para detectar productos de PCR. Los geles
de agarosa convencionales se corren en una camara de electroforesis horizontal
mediante un campo eléctrico uniforme y constante.

2.8.2 Visualizacion de muestras de ADN en gel de agarosa

Si el ADN se encuentra integro, se apreciara cerca del pocillo donde se colocé la
muestra una banda Unica, estrecha y bien definida; por el contrario, si el ADN se
encuentra fragmentado, se observara una banda de mas de un cm de ancho o un
sendero luminoso en el carril de la muestra (Alejos, et al., 2014). En ocasiones
cuando el ADN se encuentra fragmentado, también se pueden observar bandas
difusas, tenues y entrecortadas, es decir, bandas no continuas (Figura 10).

Figura 10. Visualizacién de muestras de ADN en gel de agarosa.
Carril 1 muestra sin presencia de ADN, carril 2 y 5 muestras fragmentadas,
carril 3 muestra integra, carril 4 muestra con poca fragmentacion.
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2.9 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) punto final

La PCR fue desarrollada por primera vez en 1986 por el doctor Kary Mullis,
actualmente es considerada una de las pruebas moleculares mas sensibles y
especificas. Su fundamento se basa en obtener in vitro millones de copias de un
fragmento especifico de ADN a partir de una sola molécula, mediante ciclos de altas
y bajas temperaturas alternadas.

Los ciclos de la PCR constan de tres pasos, desnaturalizacion, alineamiento y
extension; estos pasos se realizan mediante el cambio automatico de temperaturas
en un equipo llamado termociclador, el cual es capaz de cambiar la temperatura de
la muestra en cuestion de segundos. La primera etapa, de desnaturalizacion, se
realiza a una temperatura de entre 94-96°C lo que provoca la separacion de la doble
cadena de ADN, mediante el rompimiento de los puentes de hidrogeno que las
unian, de esta manera, cada cadena queda como molde para la sintesis de una
nueva cadena complementaria de ADN; en la etapa de alineamiento, la temperatura
se disminuye a un rango de 40-60°C para que los oligonucleétidos o iniciadores se
unan a los sitios especificos complementarios de las cadenas sencillas de ADN de
la regidn que se va a amplificar; finalmente en la etapa de extension, se sintetiza
una nueva cadena de ADN en sentido 5—3’, para lo cual se incrementa la
temperatura, generalmente a 72°C, ya que es la temperatura 6ptima en la cual la
enzima Taq polimerasa se une a los oligonucle6tidos y comienza la replicacion
(Figura 11) (Serrato, et al., 2014).
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Figura 11. Etapas de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).
(Tomado de Casillas Vega y Zarate Kalfépulos, 2020.)
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Estas tres etapas se repiten de forma continua de 25 a 35 ciclos y en cada ciclo se
duplica la cantidad de producto inicial, por lo que, el aumento de las copias de ADN
se realiza de manera exponencial, dando origen a millones de copias del fragmento
especifico seleccionado (Figura 12). El proceso de PCR completo tiene una
duracion de alrededor de 3 h y cada ciclo toma aproximadamente 5 min.

ADN molde
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Figura 12. Amplificacion exponencial del producto de PCR.

3. ANTECEDENTES
3.1 Epidemiologia

Algunos estudios han logrado identificar la presencia de C. trachomatis en varones
y mujeres que presentan problemas de infertilidad, mediante el analisis de muestras
de semen, orina, hisopados cervicovaginales y uretrales, a través de diferentes
técnicas segun su alcance; a continuacién se mencionan algunos de estos estudios.

En el 2021 en China, se realiz6 un estudio el cual incluyé a un total de 133 varones
de 20 a 55 afios de edad, estos pacientes masculinos procedian de parejas
infértiles, debido al factor masculino, factor femenino o la combinacion de ambos;
de los 133 varones, 73 (54.9%) tenian el diagnéstico de infertilidad primaria y
60 (45.1%) presentaban infertilidad secundaria. El objetivo de este estudio fue
investigar la prevalencia de patdégenos de transmision sexual (incluyendo a
C. trachomatis) y los efectos en la calidad del semen. Al realizar el seminograma,
se encontrd que el volumen de semen en varones de parejas con infertilidad
secundaria fue ligeramente mayor que en varones de parejas con infertilidad
primaria, por su parte, la concentracién, movilidad y morfologia, fueron similares en
ambos grupos. En cuanto a la prevalencia de patégenos responsables de ITS, se
detectd que los varones con infertilidad primaria presentaban un mayor porcentaje
de patégenos de transmisién sexual en comparacién de los varones con infertilidad
secundaria (39.7% frente a 21.7%); C. trachomatis se detectdo mediante PCR y se
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encontré en 3 (4.1%) muestras de semen de varones con infertilidad primaria y en
2 (3.3%) muestras de semen de varones con infertilidad secundaria. Los parametros
seminales de los varones nuevamente se evaluaron asociando los resultados
positivos y negativos de los patdgenos, concluyendo que los varones de parejas con
infertilidad secundaria y positivos a algin patégeno de transmision sexual
presentaban menor calidad de semen que los varones de parejas con infertilidad
primaria (Bai, et al., 2021).

En ese mismo afio, en Egipto, se reportd un estudio en el cual se recolectaron
200 muestras de semen de varones con infertilidad primaria y 65 muestras de
semen de varones aparentemente sanos y fértiles, las cuales se tomaron como
control; la edad media de ambos grupos de varones fue de 38 y 29 afios,
respectivamente. A cada muestra de semen se le realiz6 el seminograma
observando que los varones con infertilidad primaria presentaban parametros
seminales deficientes en comparacion con el grupo control, pues 74 varones tenian
astenozoospermia, 57 hombres oligozoospermia, 50 varones teratozoospermia y
24 hombres presentaban hiperviscosidad. Posteriormente, para detectar a
C. trachomatis, las muestras se analizaron mediante dos técnicas, técnica ELISA 'y
PCR en tiempo real; a través de la técnica ELISA se detectd esta bacteria en
28 (14%) muestras de semen de varones infértiles y en 6 (9.2%) muestras de semen
del grupo control; por su parte, en la prueba PCR en tiempo real, se identifico a
C. trachomatis en 15 (7.5%) muestras de semen de varones infértiles, mientras que,
en ninguna muestra del grupo control se detecto a la bacteria; al realizar el analisis
estadistico, se observé la asociacion significativa entre C. trachomatis y
astenozoospermia, asi como con, necrozoospermia, mientras que, no se
encontraron relaciones estadisticamente significativas con la hipospermia,
oligozoospermia y teratozoospermia. En el estudio, también se evaluaron y
relacionaron con la infertilidad primaria algunas condiciones médicas de los
pacientes (tabaquismo, diabetes, hipertension y obesidad), influyendo Uunicamente
con los parametros seminales el tabaquismo, la hipertension y la obesidad; pues de
los varones fumadores, 44 (37.2%) presentaron astenozoospermia, 41 (34.7%)
teratozoospermia, 36 (30.5%) oligozoospermiay 12 (10.1%) hiperviscosidad; de los
varones hipertensos, 13 (72.2%) tenian astenozoospermia, 4 (22.2%)
teratozoospermia, 5 (27.7%) oligozoospermia y 6 (33.3%) hiperviscosidad; mientras
que, en varones con obesidad se registr6 al 65.7% con astenozoospermia y
oligozoospermia, 7 (18.4%) con hiperviscosidad y 5 (13.1%) con teratozoospermia
(Nasr, et al., 2021).

Por otra parte, en Iran en el afio del 2017, se examinaron 1080 muestras de semen
de varones de 26 a 55 afios de edad; primero se les realizé un analisis seminal y de
acuerdo a los resultados se dividieron en dos grupos; en el primer grupo se asigné
a los varones con un seminograma normal, los cuales fueron denominados como
grupo “control”, mientras que, en el segundo grupo se asigno a los varones con un
seminograma anormal, este fue denominado como grupo de “casos”. A su vez,
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los varones del grupo de casos que resultaron positivos para C. trachomatis y que
tuvieron una baja concentracion de espermatozoides (oligozoospermia), morfologia
anormal (teratozoospermia) y movilidad inferior (astenozoospermia) fueron
designados como el grupo sintomatico, mientras que, los varones del grupo control
que resultaron positivos para C. trachomatis, fueron denominados como grupo
asintomético infectado. Para detectar la infeccién en el semen de los varones se
utilizo la prueba ELISAy se realizd una segunda prueba por el método de PCR para
confirmar la infeccibn en aquellos hombres que dieron positivo en la prueba
serologica; al detectar a C. trachomatis mediante ELISA se encontré que el
4.3% (47 varones) estaban infectados, de los cuales el 3% (27 varones) eran del
grupo sintomaticos y el 8% (20 varones) pertenecian al grupo asintomaticos, por su
parte, aquellas muestras que dieron negativo en la prueba ELISA se reexaminaron
por PCR, detectando que el 10% (108 varones) estaban infectados por el patégeno,
entre ellos el 8% (62 varones) eran del grupo sintomaticos y el 18% (46 varones)
del grupo asintomaticos; de modo que, de los 1080 varones examinados 155 de
ellos (14.3%) estaban infectados por C. trachomatis (Moazenchi, et al., 2017).

Por su parte, en Latinoamérica también se han llevado a cabo investigaciones,
en el 2021 en Cordoba, Argentina, se realiz6 un estudio a 5164 pacientes de
18 a 60 afios de edad (1554 mujeres y 3610 varones) con diagndstico reciente de
infertilidad primaria de pareja, también, se evaluaron a 404 pacientes control
(64 mujeres y 340 varones), los pacientes con diagnéstico de infertilidad primaria no
presentaban ningln signo o sintoma de infeccion en el tracto genital (secrecion
uretral o vaginal, disuria, irritacion uretral, picazén, lesiones genitales, dolor pélvico
o abdominal), mientras que, los pacientes control eran individuos aparentemente
sanos que asistieron a un chequeo fisico, ginecolégico y urolégico anual.
La infeccion por C. trachomatis se detecté a partir de muestras vaginales y
de semen, mediante la prueba PCR, dando como resultado que la prevalencia de
C. trachomatis fue significativamente mayor en los pacientes con diagndstico
de infertilidad primaria (5.3%) que en los pacientes control (2.0%), ademas de que,
en los varones con diagnostico de infertilidad hubo un mayor porcentaje de la
infeccibon que en las mujeres con este mismo problema (5.8% y 4.3%,
respectivamente), de esta manera, la prevalencia de la infeccion se asocié con el
sexo de los pacientes y también con su edad, pues se encontré una asociacién
significativa entre la infeccion por C. trachomatis y pacientes jovenes,
particularmente entre varones menores de 25 afios de edad (Paira, et al., 2021).

En cuanto a México, en el 2017, se realiz6 la identificacion de la bacteria mediante
PCR analizando un total de 116 muestras de semen de varones cuyas parejas eran
mujeres infértiles, los 116 pacientes no presentaban ningun sintoma de infeccion
del tracto genital inferior, su Unico problema era la infertilidad de sus parejas
sexuales. Al realizar la deteccion de la bacteria, se revel6 que 37 (31.9%) de los
116 varones eran positivos para C. trachomatis y la edad media de estos hombres
fue de 36 afios. En cada una de las muestras se realizd el analisis seminal
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para determinar los siguientes pardmetros, volumen seminal, pH, concentracion de
espermatozoides, movilidad y morfologia, sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre los valores obtenidos de aquellos pacientes positivos
a C. trachomatis con respecto a los valores de los hombres que dieron negativo a
la bacteria, excepto en el volumen seminal, ya que 8 de los 37 varones positivos
presentaban hipospermia, es decir, bajo volumen de semen de acuerdo al valor
limite de referencia establecido por la OMS (LOpez, et al., 2017).

Posteriormente, el mismo equipo de investigacion de México realizé un estudio en
el afio del 2020 a 688 parejas infértiles, en donde un miembro de la pareja o0 ambos
estuvieran infectados por C. trachomatis, el estudio incluyé a mujeres en un rango
de edad de 20 a 42 afios y varones de 20 a 52 afios, se obtuvieron datos de sus
historiales clinicos como tipo de infertilidad, causa de la infertilidad, factores de
riesgo asociados a la infeccion por C. trachomatis, parametros seminales,
anomalias del semen, etc. Se analizaron muestras de orina en los varones e
hisopados endocervicales en las mujeres y la deteccién de C. trachomatis se realizé
mediante la prueba PCR en tiempo real, identificando a 58 parejas (8.68%) con la
infeccion. De estas 58 parejas, Unicamente 23 mujeres estaban infectadas,
22 varones infectados y en 13 parejas (22.4%), tanto la mujer como el varon estaban
infectados por C. trachomatis; al realizar el andlisis estadistico se identificé que las
mujeres en un rango de edad de 31 a 35 afios, presentaban mayor probabilidad de
infeccidon, mientras que el rango de edad de los varones infectados estaba entre los
26 a 30 afios, asi mismo, no se encontrd ninguna asociacion significativa entre el
tipo de infertilidad y la infeccién por C. trachomatis, y en cuanto a los parametros
seminales, el Unico parametro que se vio afectado fue el volumen del semen, ya
que, se identificd que la infeccidn por este patdégeno fue mas comdn en varones que
presentaban un volumen bajo del eyaculado (hipospermia). Con respecto a aquellas
13 parejas en las cuales se identific6 en ambos miembros la infeccion, también se
realizé un andlisis estadistico, en donde la infertilidad masculina influyé de manera
significativa, al igual que algunas anomalias del semen como la presencia de
azoospermia, oligozoospermia e hipospermia (Lopez, et al., 2020).

38



4. JUSTIFICACION

A pesar de que C. trachomatis es responsable de la infeccion bacteriana mas
frecuente en todo el mundo, causando en la mayoria de las mujeres y varones
infecciones urogenitales asintomaticas, las pruebas de tamizaje para su deteccion
no se realizan de manera primordial en comparacién con otros microorganismos
causantes de diferentes ITS, y la principal causa de este problema es debido a que
en ocasiones, no se cuentan con los recursos y el equipo necesario para su
deteccidn, siendo esto un inconveniente, pues no se ha dado relevancia a las
consecuencias que implica una infeccién por esta bacteria.

En lo que respecta a las parejas con problemas de infertilidad primaria o secundaria,
muy pocas veces se realiza la prueba de deteccion de C. trachomatis, a pesar de
que se le ha relacionado con la infertilidad masculina, debido a las lesiones graves
que puede ocasionar en el aparato reproductor masculino y en la alteracion de los
parametros seminales. El uso de la técnica de PCR puede tener un alto impacto en
el tamizaje de las parejas infértiles, pues debido a su alta sensibilidad y especificidad
permite la deteccién oportuna de infecciones por esta bacteria para lograr un
tratamiento oportuno y asi evitar complicaciones a largo plazo.

Por esta razon, resulta de interés llevar a cabo la identificacién de C. trachomatis,
en aquellos varones diagnosticados con infertilidad primaria o secundaria, para
detectar si realmente hay relacion entre la presencia de la bacteria y la infertilidad
masculina, y de ser asi, dar a conocer la importancia de la infeccién en aquellas
parejas que sufren infertilidad por el factor masculino, pues C. trachomatis podria
ser uno de los principales o el principal factor por el cual no se logra llevar a cabo
un embarazo.
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5. OBJETIVOS

5. 1 Objetivo general

Determinar mediante PCR punto final la presencia de C. trachomatis en muestras
de semen de varones para detectar si existe una relacion directa entre la infeccion
por este patdégeno y la infertilidad.

5.2 Objetivos especificos

1.

2.

Identificar la presencia de C. trachomatis en muestras de semen de varones
infértiles mediante la prueba PCR punto final.

Conocer la frecuencia de aislamiento de C. trachomatis en varones con
infertilidad primaria o secundaria.

Comprobar si hay relacion entre la infeccion por C. trachomatis y la infertilidad
primaria o secundaria.

Identificar posibles alteraciones en los parametros seminales de los varones
positivos a C. trachomatis respecto a los varones con un resultado negativo.
Identificar las anomalias seminales mas frecuentes de los varones positivos
a C. trachomatis con diagnostico de infertilidad primaria o infertilidad
secundaria.

Describir los factores de riesgo de los varones y su posible relacién con la
infertilidad primaria o secundaria, para detectar el principal factor de riesgo
de infertilidad en los varones positivos a C. trachomatis con diagnéstico de
infertilidad primaria o secundaria.

6. HIPOTESIS

Si las ITS son una de las causas mas importantes de infertilidad masculina y
C. trachomatis es el patdgeno principal de las infecciones bacterianas de
transmision sexual, entonces se espera identificar a esta bacteria en el semen de
varones que presentan infertilidad primaria o secundaria.
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7. CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION Y ELIMINACION

7.1 Criterios de inclusién

e Varones con diagnaostico de infertilidad primaria o secundaria sin importar su
edad.

e Varones que entreguen muestras de semen al laboratorio de Microbiologia

del Instituto Nacional de Perinatologia (INPer) para su andlisis
microbioldgico.

e Varones gque ingresen al INPer para su tamizaje microbiol6gico entre los
meses de octubre a diciembre del 2022 y enero del 2023.
7.2 Criterios de exclusién

e Varones que no tengan el diagnostico confirmado de infertilidad.
e Varones que presenten enfermedades genéticas, traumatismos y/o cirugias.

7.3 Criterios de eliminacion

e Varones con muestras insuficientes para analizar.
e Varones que no tengan completo su expediente electronico.
e Varones gque hayan interrumpido su atencién médica en el INPer.
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8. DESARROLLO EXPERIMENTAL
8.1 Material, equipos y reactivos
8.1.1 Material

e Guantes de nitrilo

e Lentes de seguridad

e Tubos Eppendorf estériles de 1.5 mL, 0.6 mL y 200 pL

e Gradilla para tubos Eppendorf

e Marcadores para etiquetar tubos

e Micropipetas de 0.5a 10 yL, 10 a 100 pL, 20 a 200 pL y de 100 a 1000 pL

e Puntas para micropipeta estériles de 0.5a 10 pyL, 10 a 100 pL, 20 a 200 yL y
de 100 a 1000 yL

e Flotadores para tubos Eppendorf

e Cinta masking

e Papel absorbente

e Espatula

e Bandejas cuadradas para pesar

e Probeta de 100 mL y 1000 mL

e Matraz Erlenmeyer de 250 mL

e Embudo de vidrio

e Contenedores de vidrio con tapa de plastico para la preparacion de
soluciones

e Pipetas graduadas de plastico de 10 mL

e Pipeteador automatico

e Tubos conicos de 15 mL

e Papel parafilm

e Gasas

e Pipetas Pasteur de plastico

e Sistema de filtro desechable de 150 mL

8.1.2 Equipos e instrumentos

e Agitador vortex

e Bafo Maria

e Centrifuga de mesa refrigerada (Eppendorf)
e Refrigerador

e Ultracongelador

e Balanza analitica

e Horno de microondas

e Potencibmetro

e Bomba de vacio




e Autoclave

e Camara de electroforesis con fuente de poder y accesorios (molde para gel
y peine) (MyGel mini)

e Analizador de imagenes con ldmpara de luz UV (Alpha Innotech)

e Termociclador (GeneAmp PCR System 9700)

8.1.3 Reactivos

e Agua bidestilada
e Agua desionizada
e Trisbase pH 7.6

e EDTAPpPHS

e NaCl grado Biologia Molecular
e SDS

e Proteinasa K

e HCI1N

e NaOH

e PhOH grado Biologia Molecular

e CF grado Biologia Molecular

e EtOH abs

e NaCl 1M

e EtOH al 70%

e Agua inyectable

e Agarosa grado Biologia Molecular
o Buffer TAE (40X)

e Colorante de corrida Blue/Orange (6X)
e Sybr Safe DNA Gel Stain

e Agua libre de nucleasas

e Tag PCR Master Mix

8.1.4 Material bioldgico

e 100 muestras de semen de varones con problemas de infertilidad, los cuales
acuden al Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes”.

43



8.2 Recoleccion de muestras

Las muestras de semen se recolectaron en contenedores de plastico estériles,
fueron obtenidas mediante masturbacidon (con previa asepsia para evitar
contaminacion) después de un periodo de abstinencia sexual de 5 dias, sin
consumo de antibioticos durante 15 dias previos al estudio.

Después de recolectarlas en los contenedores de pléstico, se tomaron alicuotas de
1 mL de cada una de las muestras y se depositaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL,
previamente esterilizados y etiquetados, posteriormente, las muestras se
almacenaron a -20°C para su preservacion, hasta que fueron procesadas y
utilizadas para los analisis posteriores en un tiempo maximo de 1 semana.

8.3 Extraccion de ADN total

Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y de cada una de ellas se
tomaron 300 pL de semen, los cuales se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL,
posteriormente, cada una de las muestras de semen se centrifugaron a temperatura
ambiente durante 10 min a 3,500 rpm para obtener el botdn celular, el sobrenadante
fue desechado con ayuda de una micropipeta y al botén celular se le adicionaron
300 pL de solucién de lisis (Ver Anexo 14.1.4), cada uno de los tubos con muestra
se agitaron durante 30 s en el vortex y se incubaron durante 2 h a 56°C (agitando
cada 15 min los tubos), al finalizar la incubacién se afiadieron 200 yL de PhOH y
200 pL de CF, los tubos se centrifugaron a temperatura ambiente durante 10 min a
3,000 rpm, al finalizar el primer ciclo de centrifugacion el sobrenadante se transfirio
con ayuda de una micropipeta a un tubo Eppendorf nuevo y se le adicionaron
300 uL de CF, los tubos se agitaron de manera continua en el vortex durante 5 min
y se llevaron a un segundo ciclo de centrifugacion a 3,000 rpm durante 10 min a
temperatura ambiente, al finalizar la centrifugacion, con ayuda de una micropipeta
se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf y se le agregdé 1 mL de
EtOH abs a 4°C y 30 pL de una solucion de NaCl 1M, cada uno de los tubos se agité
suavemente por inversion, para luego llevarlos a centrifugar a 12,500 rpm durante
20 min a 4°C, al término de la centrifugacion, se observo el botén celular en el fondo
del tubo y el sobrenadante fue desechado por decantacién, al botdn celular se le
adicionaron 700 pL de EtOH al 70% (Ver Anexo 14.1.5), se agit6 nuevamente por
inversion cada tubo y se llevaron a centrifugar durante 5 min a 7,500 rpm a 4°C, el
sobrenadante fue eliminado por decantacion, los tubos se destaparon y se dejaron
secar a temperatura ambiente, colocandolos boca abajo sobre papel absorbente,
una vez concluido el proceso de secado, el botdn celular resultante se resuspendio
en 30 uL de agua inyectable.
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8.4 Comprobacién de la integridad del ADN por electroforesis en gel
de agarosa

8.4.1 Preparacion del gel de agarosa

En un molde se vertio la solucion de agarosa al 1% (Ver Anexo 14.1.7) evitando la
formacion de burbujas, previamente el molde se niveld y se le coloco el peine para
la formacién de los pocillos, la solucion se dej6é aproximadamente 50 min a
temperatura ambiente para que se solidificara. Al solidificar el gel, se retiré el peine
y se coloc6 el molde con el gel dentro de la camara de electroforesis, asegurandose
de que los pocillos quedaran del lado del catodo, posteriormente, se afiadid solucidn
buffer TAE 1X (Ver Anexo 14.1.6) hasta cubrir completamente el gel.

8.4.2 Preparacion de las muestras

Se tomaron 5 pL de cada una de las muestras de ADN de semen suspendido en
agua inyectable y se mezclaron con 1 pL de colorante de corrida Blue/Orange (6X)
y 1 uL de Sybr Safe (100X) (Ver Anexo 14.1.9).

8.4.3 Carga de las muestras y electroforesis

Se tomd 5 pL cada una de las muestras de ADN preparadas con el colorante de
corrida y Sybr Safe (100X), y se colocaron dentro de los pocillos del gel de agarosa
cuidadosamente para evitar perforar el gel, una vez que estuvieron cargados todos
los pocillos con las muestras se programé la camara de electroforesis a un voltaje
de 50 V durante 50 min.

8.4.4 Visualizacion del ADN

Al retirar el gel de agarosa de la camara de electroforesis, se colocé dentro del
analizador de imagenes con lampara de luz UV (Alpha Innotech), para poder
visualizar la integridad del ADN de cada una de las muestras de semen.
Las imagenes fueron observadas y capturadas mediante el sistema de cémputo del
analizador de imagenes.
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8.5 PCR B-globina
8.5.1 Preparacion de muestras y controles

Los reactivos y muestras de ADN a utilizar se descongelaron previamente a
temperatura ambiente, una vez descongelados, en un tubo Eppendorf de 0.6 mL se
colocaron 168 PL de agua libre de nucleasas, 6 PJL de cada uno de los
oligonucleodtidos PCOs3 y GH21 (Tabla 6) y 210 yL de Master Mix, la solucion se
agito alrededor de 5 s en el vortex, y con ayuda de una micropipeta se distribuyeron
en doce tubos Eppendorf de 200 pL, 32.5 UL de la solucion, los tubos se etiquetaron
previamente de la siguiente manera: 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, C+ (Control positivo) y
B (Blanco). A cada uno de los tubos del 1 al 10, se les afiadi6 2.5 pL de diferentes
muestras de ADN de semen, al tubo etiquetado como “C+”, se le agregaron 2.5 pL
de una muestra de ADN que se sabia que amplificaba a las condiciones
establecidas y al tubo etiquetado como “B”, se le adicionaron 2.5 pL de agua libre
de nucleasas; teniendo en cada uno de los doce tubos un volumen final de 35 pL.

Tabla 6. Oligonucledétidos empleados para PCR B-globina.

Oligonucleodtidos Secuencia Tamano
(5’-3) del
amplicon
PCOs 5ACACA ACTGT GTTCA CTAGC3
250 pb
GH21 5 GGAAA ATAGA CCAAT AGGCA G3’

8.5.2 Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Los tubos se colocaron dentro del termociclador (GeneAmp PCR System 9700) y la
reaccion se comenzé con una desnaturalizacion inicial del ADN a 94°C durante
5 min, para después llevarse a cabo 35 ciclos consecutivos de amplificacion, cada
ciclo consistié en un paso de desnaturalizacién a 95°C durante 1 min, en un paso
de alineamiento a 58°C por 1 min y en un paso de extension a 72°C durante 1 min,
finalmente la reaccion concluyé con una extension final a 72°C por 7 min
(Figura 13).
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94°C 95°C
5 min 1 min
72°C 72°C
1 min 7 min
58°C
1 min
Desnaturalizacion 35 ciclos Eifirsida
inicial consecutivos final

Figura 13. Etapas de la PCR B-globina, visualizadas en termociclador.

Los productos de la amplificacion se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 3% siguiendo el procedimiento que se describe en el apartado 8.4, pero
utilizando una solucion de agarosa al 3% (Ver Anexo 14.1.8) y utilizando un
marcador de peso molecular (MPM) de 50 pb. La electroforesis se llevé a cabo
durante 60 min a un voltaje de 50 V y posteriormente el gel se evalu6é en el
analizador de imagenes con lampara de luz UV (Alpha Innotech).

8.6 Identificacién de C. trachomatis mediante PCR punto final
8.6.1 Preparacion de muestras y controles

Las muestras de ADN y reactivos a ocupar se descongelaron previamente a
temperatura ambiente, una vez descongelados, en un tubo Eppendorf de 0.6 mL se
colocaron 104.4 yL de agua libre de nucleasas, 4.8 YL de cada uno de los
oligonucle6tidos MOMP-1 y MOMP-2 (Tabla 7), 6 JL de MgClz 'y 150 uL de Master
Mix, la solucion se agité durante 5 s en el vortex, y con ayuda de una micropipeta
se distribuyeron en doce tubos Eppendorf de 200 uL, 22.5 uL de la solucion.
Los primeros diez tubos se etiquetaron previamente de acuerdo al numero de
muestra de ADN, mientras que, los ultimos dos tubos se etiquetaron como
“C+” (Control positivo) y “B” (Blanco); en cada uno de los primeros diez tubos se
colocaron 2.5 UL de diferentes muestras de ADN de semen, en el tubo etiquetado
como “C+”, se adicionaron 2.5 UL de ADN extraido de cultivos de una cepa de
C. trachomatis y en el tubo etiquetado como “B”, se agregaron 2.5 L de agua libre
de nucleasas; teniendo en cada uno de los doce tubos un volumen final de 25 pL.
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Tabla 7. Oligonucleétidos empleados para la identificacion
de C. trachomatis.

Oligonucleétidos Secuencia Sitio Tamano
(5’-3’) Blanco del
amplicon
MOMP-1 5GCCGTTTGAGTTCTGCTTCCTC? Gen
estructural 129 pb
MOMP-2 5’'CCAAGTGGTGCAAGGATCGCAY MOMP

8.6.2 Reaccidén en cadena de la Polimerasa (PCR)

Los tubos se colocaron dentro del termociclador (GeneAmp PCR System 9700) y la
reaccion comenzo con la desnaturalizacion inicial del ADN a 95°C durante 5 min,
para después llevarse a cabo 35 ciclos consecutivos de amplificacion, cada ciclo
consistié en un paso de desnaturalizacion a 95°C durante 1 min, en un paso de
alineamiento a 61°C por 2 min y en un paso de extensién a 70°C durante 1 min,
finalmente la reaccion concluyé con una extension final a 70°C por 5 min
(Figura 14).

95°C 95°C
5 min 1 min
70°C 70°C
min 5 min
61°C
2 min
Desnaturalizacion 35 ciclos Eidsnsisn
inicial consecutivos final

Figura 14. Etapas de la PCR para la identificacion de C. trachomatis,
visualizadas en termociclador.

Los productos de amplificacién se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 3%, utilizando un MPM de 50 pb. La electroforesis se llevé a cabo durante
60 min a un voltaje de 50 V y posteriormente el gel se evalud en el analizador de
imagenes con lampara de luz UV (Alpha Innotech).
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8.7 Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante el programa estadistico IBM SPSS Statistics
version 29.0.1.0 (171), para determinar la dependencia de las variables se
realizaron tablas cruzadas o de contingencia y posteriormente se calcul6 el valor
exacto de p, a partir de la prueba y? o prueba exacta de Fisher, trabajando con un
nivel de confianza del 95%.

9. RESULTADOS

Se recolectaron un total de 100 muestras de semen de varones con problemas de
infertilidad, a las cuales se les realiz0 la extraccion de ADN, al finalizar cada
extraccion, se corroboro su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa.

En la Figura 15, se puede observar que al revelar el gel de agarosa todas las
muestras corrieron de manera adecuada durante la electroforesis; las muestras
namero 8,12, 34 y 74 muestran la presencia de un ADN integro, pues en la parte
superior del gel se observan bandas estrechas y bien definidas, al igual que, en las
muestras numero 13, 36 y 49, pero que a diferencia de las muestras anteriores
presentaron una menor concentracion de ADN; por el contrario, las muestras
namero 16 y 29 muestran un ADN poco degradado, ya que las bandas se observan
mucho mas estrechas y tenues. Finalmente, en la muestra nUmero 44 se observa
un ADN degradado, puesto que, la banda no se encuentra bien definida; a pesar de
gue en esta muestra si hay presencia de ADN, lo ideal es obtener un ADN integro,
pues un ADN degradado puede dificultar la amplificacion de los productos de PCR.

\

Integridad de ADN
Gel de agarosa 1%
G ;

Figura 15. Comprobacion de la integridad de ADN en muestras de semen,
empleando un gel de agarosa al 1%.
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Los resultados de la integridad de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa,
permitieron corroborar la correcta extraccion del ADN, asi como la integridad del
mismo en 96 de las 100 muestras trabajadas, las cuales se emplearon
posteriormente para confirmar que el ADN extraido se encontrara en buenas
condiciones, mediante la prueba PCR B-globina.

En la Figura 16, se muestran los productos de amplificacion después de realizar la
PCR B-globina, en el carril marcado como “MPM”, se encuentra el marcador de peso
molecular, las bandas que se observan a lo largo del carril son fragmentos de
tamafo conocido, las cuales van de 50 en 50 pb; en el carril “B” se encuentra el
blanco, el cual sirve para monitorear posibles contaminaciones; en el carril “C+” se
encuentra el control positivo, el cual amplificd bajo las condiciones establecidas para
el gen B-globina, pues se aprecia una banda estrecha y definida a la altura de las
250 pb (tamafio del amplicdn); en los siguientes carriles se ubican los productos de
amplificacion que se realizaron a partir de las muestras de ADN, las muestras
namero 9, 11, 26, 59, 67 y 79 muestran en sus carriles bandas definidas a la altura
de las 250 pb, al igual que el control positivo, esto significa que amplificaron para el
gen B-globina, corroborando la presencia y la integridad del ADN. En estas seis
muestras también se puede observar que sus bandas presentan diferentes
intensidades y grosores, por ejemplo, en las muestras nimero 11 y 59 se observan
bandas mas intensas y con un mayor grosor, esto puede deberse a que al realizar
la PCR, el ADN de estas muestras aun se encontraba integro, o bien, que durante
la extraccidn se logré extraer una gran cantidad de ADN, lo cual permitié obtener un
mayor producto de amplificacion, mientras que, en las muestras nimero 9, 26 y 79
se observan bandas con una menor intensidad y menor grosor, lo cual puede estar
relacionado a una menor concentracion de ADN, por otra parte, la muestra nimero
67 presenta una banda mucho menos intensa y mucho mas estrecha, esto pudo
deberse a que al momento de realizar la extraccién, se extrajo una menor
concentracion de ADN ocasionando que el producto de amplificacion se obtuviera
en menor cantidad y se visualizara con menor intensidad al resto de las muestras.
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PCR -globina

Gel de agarosa 3%

Figura 16. Visualizacién de productos de amplificacion de PCR B-globina,
empleando un gel de agarosa al 3%.

Con respecto a la muestra niumero 88, no se llevé a cabo la amplificacion para el
gen B-globina debido a la degradacion detectada en la comprobacién de la
integridad del ADN (Figura 17).

Integridad de ADN
Gel de agarosa 1%

Figura 17. Comprobacioén de la integridad
de ADN de la muestra nimero 88.
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La obtencion de productos de amplificacion en la prueba PCR B-globina, bajo las
condiciones establecidas, confirmd la presencia de ADN en 88 de las 96 muestras
analizadas, en dichas muestras se realizd la identificacion de C. trachomatis
mediante la prueba PCR punto final. Por otra parte, en las 8 muestras restantes, la
falta de productos de amplificacion sugiere que el ADN extraido se encontraba
degradado.

En la Figura 18 se observan los productos de amplificacion en la PCR para la
identificacion de C. trachomatis, en el carril marcado como “MPM”, se localiza el
marcador de peso molecular de 50 pb; en el carril “B” se ubica el blanco, mientras
que, en el carril “C+” se encuentra el control positivo, en el cual se observa una
banda intensa y bien definida a la altura de las 129 pb (tamafio del fragmento
esperado mediante el cual se identificé a C. trachomatis), lo cual indica que la
amplificacion se realiz6 de manera adecuada bajo las condiciones establecidas; en
los siguientes carriles se localizan los productos de amplificacion de las muestras
de ADN y como se puede observar, los carriles de las muestras numero 47, 57, 58,
66 y 84 muestran una banda a la altura de las 129 pb como en el control positivo,
indicando asi la presencia de C. trachomatis en estas muestras. En la figura también
se puede apreciar que las bandas de estas muestras presentan diferentes
intensidades y grosores a diferencia del control positivo; mientras que en el control
positivo se observa una banda muy bien definida, luminosa y gruesa, las bandas de
las muestras numero 47, 57 y 58 se observan con una menor intensidad y con un
menor grosor, por su parte, las bandas de las muestras niumero 66 y 84 muestran
bandas nitidas, menos intensas y mucho mas estrechas. La variacion de
intensidades y grosores de las bandas en la amplificacion de las muestras con
respecto al control positivo puede deberse a que éste ultimo contiene ADN
Unicamente de C. trachomatis, mientras que los productos de amplificacién de las
muestras se obtuvieron a partir del ADN extraido del semen de los varones, por lo
gue este ADN no se encontraba completamente puro, ya que no se realizé una
purificacion posterior a la extraccion. Ademas de esto, las diferentes intensidades y
grosores de los productos de amplificacidén pudieron deberse a que en las muestras
namero 66 y 84 el ADN se encontraba ya ligeramente degradado a diferencia del
ADN de las muestras namero 47, 57 y 58, lo cual no permitié que la amplificacion
se llevara en su totalidad.

En cuanto a las muestras numero 37 y 77, no se identifico en ellas a C. trachomatis,
es decir, las muestras dieron un resultado negativo, ya que no se observé la
presencia de una banda a la altura de las 129 pb en cada uno de sus catrriles.
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PCR Chlamydia trachomatis
Gel de agarosa 3%

Figura 18. Visualizacién de productos de amplificacion de PCR
para la identificacion de C. trachomatis, empleando un gel de agarosa al 3%.

Al finalizar la identificacién de C. trachomatis en las 88 muestras mediante la prueba
PCR punto final, se detect6 que en 28 muestras de semen la bacteria estaba
presente, pues al visualizar los productos de amplificacion se observaron bandas a
la altura de las 129 pb.

Por otra parte, para realizar el andlisis estadistico se buscaron y revisaron los
expedientes electronicos de cada uno de los varones, de donde fueron obtenidos
sus datos clinicos, asi como sus parametros seminales (Ver Anexo 14.6).
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10. ANALISIS DE RESULTADOS

Se recolectaron un total de 100 muestras de semen de varones con problemas de
infertilidad, sin embargo, 13 muestras fueron descartadas debido a que en 4 de ellas
no se logré extraer ADN, en 8 muestras no se pudo obtener un producto de
amplificacion mediante la prueba PCR B-globina y en la muestra restante no se
encontré completo el expediente electronico del varon, quedando un total de 87
muestras. De estas 87 muestras de semen analizadas, la edad promedio de los
varones fue de 36.31 afios, de los cuales 68 (78.16%) varones presentaron
infertilidad primaria y 19 (21.84%) varones infertilidad secundaria.

Al identificar a C. trachomatis mediante la prueba PCR punto final, 28 (32.18%)
muestras resultaron positivas a la bacteria, mientras que 59 (67.82%) muestras
arrojaron un resultado negativo. Por su parte, el rango de edad de los varones
infectados con un mayor nimero de muestras positivas a C. trachomatis, oscild
entre los 35 a 39 afios de edad (Grafica 1).

Gréfica 1. Rango de edad de los varones con problemas de infertilidad
vs frecuencia de la infeccion por C. trachomatis.
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Al relacionar la infertilidad de los 87 varones con su resultado negativo o positivo de
C. trachomatis, se encontrd6 que no habia una diferencia estadisticamente
significativa entre el tipo de infertiidad y el resultado de la infeccién
(Ver Anexo 14.5.1), debido a que el valor de p fue > 0.05 (Tabla 8), por lo que ambas
variables fueron independientes. Sin embargo, el mayor porcentaje de aislamiento
de C. trachomatis se presentd en aquellos varones con infertilidad primaria; pues de
los 28 varones positivos a la bacteria, 21 (24.14%) de ellos fueron diagnosticados

54



con este tipo de infertilidad y los 7 (8.05%) varones restantes con infertilidad
secundaria (Grafica 2).

Tabla 8. Relacién entre tipo de infertilidad y resultado de la infeccion por
C. trachomatis.

Varones (n=87)

Negativos a Positivos a
Tipo de Infertilidad C. trachomatis C. trachomatis Valor p
n=59 n=28
Primaria 47 21
(54.02%) (24.14%)
Secundaria 12 7 0.623=NS
(13.79%) (8.05%)

Gréfica 2. Tipo de infertilidad vs frecuencia de la infeccidn por
C. trachomatis.
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En cuanto a los parametros seminales de los varones, no se observaron tampoco
asociaciones estadisticamente significativas entre la infeccién por C. trachomatis y
las anomalias seminales (Ver Anexo 14.5.2), pues todas las variables de estudio
resultaron independientes a la infeccion, mostrando valores de p>0.05 (Tabla 9).
No obstante, la anomalia seminal mas frecuente tanto en los varones infectados
como no infectados por C. trachomatis, fue la presencia de teratozoospermia,
seguido de la anomalia seminal, hipospermia (Gréfica 3). En este conteo también
se incluyé a aquellos varones que presentaron la combinacion de dos o mas
anomalias seminales.

55



Tabla 9. Relacidon entre anomalias seminales y resultado de la infeccién
por C. trachomatis.

Varones (n=87)

Negativos a Positivos a
Anomalias seminales C. trachomatis C. trachomatis Valor p
n=59 n=28

Si 8 6

Hipospermia No 51 22 0.364=NS
Si 1 1

Hiperespermia No 58 27 0.543=NS
Si 2 3

Oligozoospermia No 57 25 0.323=NS
Si 4 3

Astenozoospermia  No 55 25 0.676=NS
Si 51 26

Teratozoospermia  No 8 2 0.490=NS
Si 3 1

Necrozoospermia  No 56 27 1.000=NS
Si 5 1

Azoospermia No 55 27 0.659=NS

Gréfica 3. Anomalias seminales vs frecuencia de la infeccion por
C. trachomatis.
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A su vez, 23 de los 87 varones presentaron la combinacion de dos o mas anomalias
seminales, predominando la combinacion de hipoteratozoospermia, tanto en los
varones negativos como positivos a C. trachomatis (Tabla 10) (Gréfica 4).

Tabla 10. Combinacion de anomalias seminales presentes en los varones.

Varones (n=87)

Negativos a Positivos a

Combinacion de anomalias seminales  C. trachomatis  C. trachomatis
n=59 n=28
Astenoteratonecrozoospermia 2/59 1/28
Hipoteratozoospermia 4/59 4/28
Hipooligoastenoteratonecrozoospermia 1/59 1/28
Oligoteratozoospermia 1/59 1/28
Astenoteratozoospermia 1/59 1/28
Hiperteratozoospermia 1/59 1/28
Hipoazoospermia 3/59 1/28

Grafica 4. Combinacién de anomalias seminales vs
frecuencia de la infeccién por C. trachomatis.
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Con respecto a los factores de riesgo que presentaron los varones (fumar tabaco,
beber alcohol, obesidad, hipertension y diabetes) y al relacionarlos con su tipo de
infertilidad, unicamente se encontré una asociacion estadisticamente significativa
entre la diabetes y la infertilidad secundaria (Ver Anexo 14.5.3), pues se obtuvo un
valor de p<0.05 (Tabla 11), a pesar de esta relacidon entre las variables, la diabetes
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no fue el principal factor de riesgo, ya que solamente se present6 en dos varones
con infertilidad secundaria. De manera que, el factor de riesgo més frecuente en los
varones con infertilidad primaria fue el consumo de alcohol, mientras que, el factor
de riesgo mas frecuente en los varones con infertilidad secundaria fue el consumo
de tabaco (Gréfica 5).

Tabla 11. Relacion entre factores de riesgo de los varones
y su tipo de infertilidad.

Varones (n=87)

Infertilidad Infertilidad
Factor de riesgo Primaria Secundaria Valor p
n=68 n=19
Si 20 11
Fumar tabaco No 48 8 0.295=NS
Si 35 9
Beber alcohol No 33 10 0.752=NS
Si 13 5
Obesidad No 55 14 0.528=NS
Si 2 2
Hipertension No 66 17 0.206=NS
Si 0 2
Diabetes No 68 17 0.046=S

Gréfica 5. Factores de riesgo de los varones vs frecuencia
de tipo de infertilidad.
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Por otro lado, al analizar Unicamente las anomalias seminales de los 28 varones
que resultaron positivos a C. trachomatis, se detectd que teratozoospermia e
hipospermia fueron las anomalias seminales mas frecuentes en esta poblacion,
presentdndose en el 92.86% y 21.43%, respectivamente; mientras que, las
anomalias seminales oligozoospermia y astenozoospermia, se encontraron en el
10.71% de los varones y en un menor porcentaje de frecuencia se detecto la
presencia de hiperespermia, necrozoospermiay azoospermia, con tan solo el 3.57%
(Tabla 12), en el conteo se incluyo a los varones positivos a C. trachomatis que
presentaron mas de una anomalia seminal.

En la Grafica 6 se puede observar que la anomalia seminal mas frecuente en los
varones infectados con diagnostico de infertilidad primaria y secundaria, fue
teratozoospermia; presentandose en 20/21 (71.43%) varones con infertilidad
primaria y en 6/7 (21.43%) varones con infertilidad secundaria, seguido de la
anomalia seminal, hipospermia; detectandose en 4/21 (14.29%) varones con
infertilidad primaria y en 2/7 (7.14%) varones con infertilidad secundaria.

Tabla 12. Frecuencia de anomalias seminales segun el tipo de infertilidad
de los varones positivos a C. trachomatis.

Varones (n=28)

Infertilidad Infertilidad Frecuencia
Anomalias seminales Primaria Secundaria total
(n=21) (n=7) (%)
Hipospermia 4/21 27
(14.29%) (7.14%) 21.43%
Hiperespermia 1/21 0/7
(3.57%) (0.00%) 3.57%
Oligozoospermia 3/21 o/7
(10.71%) (0.00%) 10.71%
Astenozoospermia 2/21 1/7
(7.14%) (3.57%) 10.71%
Teratozoospermia 20/21 6/7
(71.43%) (21.43%) 92.86%
Necrozoospermia 1/21 0/7
(3.57%) (0.00%) 3.57%
Azoospermia 0/21 1/7
(0.00%) (3.57%) 3.57%
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Gréafica 6. Anomalias seminales de los varones positivos a C. trachomatis
vs frecuencia de tipo de infertilidad.
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Al analizar los factores de riesgo de los varones positivos a C. trachomatis, hubo un
mayor porcentaje de varones que consumian alcohol (46.43%), seguido de aquellos
gue consumian tabaco (35.72%) y que presentaban obesidad (28.57%), por su
parte, la hipertensién y la diabetes se encontré en un menor porcentaje de
frecuencia total, 7.14% y 3.57%, respectivamente (Tabla 13). En el caso de los
varones con infertilidad primaria, se pudo observar que el factor de riesgo mas
frecuente fue beber alcohol, pues 8/21 (28.57%) varones registraron en su
expediente que consumian alcohol ocasionalmente, en cuanto a los varones con
infertilidad secundaria se observo que, tanto el consumo de alcohol como de tabaco
fue igual de recurrente, pues 5/7 (17.86%) varones reportaron que consumian
alcohol y fumaban ocasionalmente (Grafica 7).

Tabla 13. Frecuencia de factores de riesgo segun el tipo de infertilidad
de los varones positivos a C. trachomatis.

RS G

Infertilidad Infertilidad Frecuencia
Factores de riesgo Primaria Secundaria total
n=21 n=7 (%)
Fumar tabaco 5/21 517
(17.86%) (17.86%) 35.72%
Beber alcohol 8/21 5I7
(28.57%) (17.86%) 46.43%
Obesidad 5/21 3/7
(17.86%) (10.71%) 28.57%
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Varones (n=28)

Grafica 7. Factores de riesgo de los varones positivos a C. trachomatis
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11. DISCUSION

Dentro de los resultados del presente estudio se logro identificar mediante la prueba
PCR punto final a la bacteria C. trachomatis, encontrandola en 28 (32.18%)
muestras de semen de varones con problemas de infertilidad, los cuales
presentaron una edad promedio de 37.6 afos, estos datos son similares a los
reportados en un estudio que se realiz6 en México en 2017 (Lépez, et al., 2017)
donde los investigadores reportaron que la prevalencia de la infeccion por
C. trachomatis en varones cuyas parejas sexuales eran infértiles fue del 31.9% y la
edad promedio de estos varones fue de 36.7 afos; sin embargo, otros estudios
(Paira, et al., 2021), han reportado que la prevalencia de la infeccion es menor y
que se da principalmente en varones menores de 25 afios; no obstante, los
resultados de los estudios pueden variar por diferentes factores como la regién en
que se realice la investigacion, las caracteristicas de la poblacion de estudio, asi
como el método de deteccion que se utilice para identificar a la bacteria, ya que no
todos los métodos de diagndéstico presentan la misma especificidad y sensibilidad.

Por otra parte, los datos revelaron a partir de la prueba y? que la infeccién por
C. trachomatis no esta directamente asociada con la infertilidad masculina, ya sea
de tipo primaria o secundaria, a pesar de esto, la frecuencia de la infeccién fue tres
veces mayor en varones con infertilidad primaria que en varones con diagndstico de
infertilidad secundaria (24.14% respecto a 8.05%). Debido a que los resultados
indicaron que C. trachomatis no fue la principal causa de la infertilidad masculina,
sino un factor de riesgo secundario, los problemas de infertilidad de los varones
podrian ser causados por otros factores, como lo reporta Rosas en el 2017, en
donde menciona que entre las principales causas de la infertilidad masculina se
encuentran los trastornos hormonales (alteracion de hormonas), trastornos
genéticos o moleculares (anomalias cromosomicas y fallos durante la
espermatogénesis), trastornos vasculares (varicocele), factores ambientales
(exposicion a agentes toxicos) y habitos inadecuados (dieta desequilibrada, falta de
ejercicio, consumo de alcohol, tabaco y drogas), algunas de estas patologias se
encontraron presentes en la poblacion.

Asi mismo, mediante la prueba exacta de Fisher se detect6 que no habia
asociaciones significativas entre las anomalias seminales y el resultado de la
infeccion, sin embargo, existen estudios (Lépez, et al., 2020; Nasr, et al., 2021) en
donde se reportan relaciones significativas entre C. trachomatis y al menos un
pardmetro seminal; dichos estudios incluyen a una poblacibn de mas de
100 varones, por tal motivo se cree que para encontrar un valor significativo en los
resultados la poblacién de estudio debe ser mayor a este niumero. Ademas, al
comparar los parametros seminales de aquellos varones positivos a C. trachomatis
no mostraron alguna alteracién con respecto a los parametros seminales de los
varones con un resultado negativo, pues en ambos casos se observé una mayor
frecuencia de teratozoospermia, seguido de la anomalia seminal, hipospermia.
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Por otro lado, las combinaciones de anomalias seminales también se hicieron
presentes y la mas recurrente fue la combinacion de hipospermia con
teratozoospermia, es decir, hipoteratozoospermia, presentdndose en 8 de los
87 varones; algunas otras combinaciones como astenoteratozoospermia,
astenoteratonecrozoospermia, oligoteratozoospermia, hiperteratozoospermia,
hipooligoastenoteratonecrozoospermia e hipoazoospermia, se encontraron
igualmente, pero en menor frecuencia.

Cuando se analizaron Unicamente las anomalias seminales de los 28 varones
positivos a C. trachomatis, se identific6 que teratozoospermia fue la anomalia
seminal mas frecuente, presentandose en el 92.86% de los varones infectados,
seguido de hipospermia con el 21.43%, por el contrario, las anomalias seminales
oligozoospermia, astenozoospermia, necrozoospermia, hiperespermia vy
azoospermia, se encontraron en algunos de los varones, pero en un menor
porcentaje de frecuencia. En consecuencia, la anomalia seminal mas recurrente en
los varones infectados con diagnéstico de infertilidad primaria y secundaria, fue
teratozoospermia, presentdndose en el 71.43% y 21.43% de los varones,
respectivamente, mientras que, la segunda anomalia seminal mas frecuente
fue hipospermia, detectandose en el 14.29% de los varones con infertilidad primaria
y en el 7.14% de los varones con infertilidad secundaria.

De acuerdo a estos resultados, los parametros seminales mas deficientes y con
mayor frecuencia en la poblacion de estudio, fueron la morfologia anormal de los
espermatozoides (teratozoospermia) y el bajo volumen seminal (hipospermia), pero
como se menciond anteriormente no hubo una relacion significativa entre las
anomalias seminales y C. trachomatis, por lo que, las alteraciones en estos
pardmetros se pueden deber a diversos factores. Un estudio reportd
(Lépez, et al.,, 2020) que el bajo volumen seminal (hipospermia) puede ser
provocado debido a que las vesiculas seminales estan poco desarrolladas, por una
recoleccion inadecuada de la muestra de semen (en la que se pierda una fraccién
del eyaculado), por la deficiencia de andrégenos, o bien, por la infeccion en las
glandulas accesorias; por otra parte, una de las causas de hipospermia en los
varones positivos a C. trachomatis, pudo deberse a la obstruccion de los conductos
eyaculadores, causada por la inflamacion en el epididimo, testiculos y préstata que
se presenta en la infeccion por C. trachomatis. Con lo que respecta a
teratozoospermia, los factores que pueden provocar esta anomalia seminal
principalmente son las alteraciones genéticas y traumatismos en los testiculos
(orquitis, varicocele); por lo que, aquellos varones que presentaron esta anomalia y
fueron positivos a C. trachomatis, posiblemente padecian orquitis, es decir, la
inflamacion de uno o ambos testiculos.

Al relacionar los factores de riesgo de toda la poblacion de estudio con el tipo de
infertilidad mediante la prueba exacta de Fisher y x?, se encontré que la diabetes
influyé de manera significativa con la infertilidad secundaria, pues los Unicos dos
varones que presentaron esta enfermedad fueron diagnosticados con infertilidad
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secundaria; se ha reportado que esta condicion médica puede estar asociada con
la infertilidad masculina por mecanismos pretesticulares (alteraciones hormonales
que afectan el desarrollo y funcién testicular), factores testiculares (alteracion directa
de los testiculos) y por factores postesticulares (alteraciones en la salida de los
espermatozoides). Ademas, estudios han encontrado que la diabetes puede afectar
los parametros seminales, asi como, la integridad del ADN (Bhattacharya, et al.,
2013); en el caso de los dos varones que presentaron diabetes en este estudio,
su calidad seminal se vio principalmente afectada por el bajo volumen de
eyaculacion, por la morfologia anormal de sus espermatozoides y por la ausencia
de espermatozoides, pues uno de ellos presento hipoteratozoospermia y el otro
varén, hipoazoospermia, sin embargo, estas anomalias seminales se pudieron
observar en varones que no padecian diabetes.

Los resultados también mostraron que los factores de riesgo mas frecuentes en los
varones positivos a C. trachomatis fueron beber alcohol, fumar y obesidad, cada
uno con un porcentaje del 46.43%, 35.72% y 28.57%, respectivamente. Asi mismo,
se observé que en los varones positivos con diagnostico de infertilidad primaria fue
mas frecuente el consumo de alcohol a comparacion de los varones positivos con
infertilidad secundaria (28.57% frente a 17.86%), no obstante, los factores de riesgo
mas frecuentes en los varones positivos con infertilidad secundaria fueron, consumir
alcohol y fumar (ambos con un 17.86% de frecuencia). A pesar de que, no hubo
asociacion significativa entre los factores de riesgo y la infertilidad (a excepcion de
la diabetes), se ha reportado que el consumo de alcohol, fumar y el presentar
obesidad, pueden perjudicar la fertilidad masculina. Por consiguiente, algunos
estudios han reportado (Gaur, et al., 2010) que el alcohol y el tabaco, deterioran la
calidad seminal, afectando principalmente la movilidad, concentracion y morfologia
de los espermatozoides; ademas de que el alcohol puede causar una produccién
deficiente de testosterona y debilitamiento de los testiculos. La obesidad, por su
parte, también puede provocar una reduccion de la calidad del semen y del nivel de
testosterona; los parametros seminales mas afectados por esta condicion son el
volumen seminal, la concentracion espermatica, movilidad y morfologia, mientras
que, el bajo nivel de testosterona, puede provocar en los varones disfuncion eréctil
y disminucién de deseo sexual (Nasr, et al., 2021; Santiago, et al., 2022).
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12. CONCLUSIONES

Se realizo la identificacion de C. trachomatis en el semen de varones con problemas
de infertilidad, detectando que no hay una relacién directa entre la infeccion por esta
bacteria y la infertilidad masculina. Por otra parte, no se encontré una diferencia
significativa en la mayoria de los parametros evaluados, lo que podria sugerir que
la infecciobn por C. trachomatis no tiene un efecto en los niveles de dichos
parametros, sin embargo resultaria interesante realizar este tipo de estudios
ampliando el nimero de muestras de varones e incluyendo un grupo de individuos
clinicamente sanos que permita llevar a cabo una mejor comparacion, pues una de
las principales limitaciones de este estudio fue que no se incluyé a varones sin
problemas de infertilidad.

Por ultimo, es importante fomentar la deteccion de C. trachomatis en los individuos
sexualmente activos, asi como, en aquellas parejas que presentan problemas de
infertilidad. Aunque los resultados de este estudio indicaron que C. trachomatis no
fue la principal causa de la infertilidad en los varones, sino un factor secundario, se
debe recordar que es la bacteria principal de las ITS y puede llegar a causar graves
patologias a largo plazo, tanto en los 6rganos del aparato reproductor masculino
como femenino.
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14. ANEXOS
14.1 Preparacion de soluciones
14.1.1 Solucién Stock Tris base 1M, pH 7.6

En una balanza analitica se pesaron aproximadamente 4.845 g del reactivo Tris
base y se disolvieron en 40 mL de agua bidestilada, posteriormente, el pH de la
solucion se ajusto con ayuda de un potencidmetro adicionando gotas de HCI 1N.

1L 1mol 121.14g

A0mL X 1500 mL X T T X mol

= 4.845¢g

14.1.2 Solucion Stock EDTA 0.5M, pH 8

Con ayuda de la balanza analitica se pesaron aproximadamente 7.444 g del reactivo
EDTA y se disolvieron en 40 mL de agua bidestilada, el pH de la solucién se ajusto
con ayuda del potenciémetro adicionando algunas gotas de NaOH.

1L 0.5 mol>< 372.24 g

40 mL x 1000 mL X L mol

= 7.444¢g

14.1.3 Solucién Stock NaCl 1M

Se pesaron aproximadamente 2.337 g del reactivo NaCl en una balanza analitica y
se disolvieron en 40 mL de agua bidestilada.

1L 1mol 58.44g

A0mL X T500mL XL X ol

=2337g

14.1.4 Solucién de lisis

En un vaso de precipitado de 100 mL se agregaron aproximadamente 60 mL de
agua bidestilada, a continuacién, se adiciono con ayuda de pipetas graduadas 1 mL
de la solucién Stock Tris base 1 M de pH 7.6, 2 mL de la solucion Stock EDTA
0.5 M de pH 8, 5 mL de la solucion Stock NaCl 1 My 2 mL del reactivo SDS al 10%,
la solucion se homogeneizo y se filtré en un sistema de filtracién a vacio, una vez
filtrada la solucidn se le afiadié 1 mL del reactivo Proteinasa K de concentracion
20 mg/mL y se termino de aforar con agua bidestilada hasta completar 100 mL.
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14.1.5 Solucién de EtOH al 70%

Se tomaron con ayuda de una pipeta graduada 35 mL de EtOH abs y se diluyeron
en 15 mL de agua desionizada.

 (70%)(50 mL)
Vol. EtOH abs — 100 mL = 35 mL

14.1.6 Solucién Buffer TAE (1X) 1L

Con ayuda de una pipeta graduada, se tomaron 25 mL de la solucion Stock TAE
(40X) y se colocaron en un frasco de vidrio previamente etiquetado, posteriormente,
se midieron con una probeta 975 mL de agua bidestilada, los cuales se adicionaron
al frasco de vidrio, homogeneizando la solucién.

(1X)(1000 mL) _

0% 25 mL

Vol. TAE —

14.1.7 Solucion de agarosa al 1%

Se pesoO en una balanza analitica 0.5 g de agarosa y se colocaron en un matraz
Erlenmeyer, posteriormente se adicionaron 50 mL de buffer TAE de concentracion
1X, la solucion se calentd en un horno de microondas hasta que la agarosa se
disolviera por completo y se observard una solucion completamente transparente,
para luego dejar entibiar a temperatura ambiente.

(1%)(50 mL)
8 agarosa = TOOA) =05g

14.1.8 Solucion de agarosa al 3%

En una balanza analitica se pesaron 1.5 g de agarosa y se colocaron dentro de un
matraz Erlenmeyer, posteriormente se adicionaron 50 mL de buffer TAE (1X)
y la solucion se calenté en un horno de microondas hasta que la agarosa se
disolviera por completo y se observara una solucién transparente.

(3%)(50 mL)
8 agarosa — TOO/O =15¢g
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14.1.9 Sybr (100X)

Se tomaron con ayuda de una micropipeta 10 uL de Sybr (10000X) y se aforaron en
990 L de buffer TAE (1X).

(100 X)(1 mL)
Vol-syor = —5000 %

=0.01 mL = 10 pL

14.1.10 Oligonucledtidos (20 pmol) PCO3/GH21

Para preparar cada uno de los oligonucleotidos, se tomaron 5 L de la solucién
Stock (1000 pmol) y se depositaron en un tubo Eppendorf, posteriormente se
adicionaron 245 PL de agua libre de nucleasas y se agitdé hasta homogenizar la
solucion.

(20 pmol)(250 uL)
VOl.oligonucleétidos - 1000 mel =5

14.2 Reactivos necesarios para la Electroforesis en gel de agarosa
Buffer o tampo6n de corrimiento

El buffer de corrimiento es de la misma composicion con el que se prepara el gel de
agarosa (TAE o TBE), este proporciona el medio para la transmision de la corriente
eléctrica y mantiene el pH sin variaciones mientras se realiza el corrimiento.

Colorante de corrida o tampo6n de carga

El colorante de corrida debe tener una alta densidad para permitir que las muestras
se introduzcan y permanezcan en los pocillos del gel, es por eso, que esta
conformado generalmente por glicerol, sacarosa o ficoll, ya que, estos compuestos
aumentan la densidad de la muestra, asi mismo, el tampo6n de carga debe contener
colorantes de seguimiento, los mas empleados son azul de bromofenol y cianol de
xileno FF, para hacer un rastreo de la migracion de las moléculas durante el
corrimiento del gel, asi como, para indicar cuando debe detenerse la electroforesis
(Fierro, et al., 2014; Sun, et al.,2010). En pocas palabras, el colorante de corrida
indicara que las muestras se han cargado correctamente en los pocillos del gel y
ademas monitoreara el progreso de la electroforesis.

Sybr Safe

Sybr Safe es un colorante de cianina, altamente sensible utilizado para la
visualizacion de ADN en el gel de agarosa; cuando el tinte se une a los acidos
nucleicos y se excita con luz UV o luz azul, emite fluorescencia con un color verde
brillante.
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14.3 Reactivos necesarios para la PCR punto final
Muestra de ADN

Se requiere de una sola molécula, cuya secuencia sirva de molde para la
amplificacion, el ADN se puede obtener de cualquier muestra biologica y por lo
general, es importante visualizarlo en un gel de agarosa para evaluar su integridad,
sin embargo, existen muestras con baja concentracion de ADN que no se pueden
observar, pero si se pueden amplificar debido a la eficiencia de la técnica, asi
mismo, una pequefia cantidad de muestra degradada de ADN puede ser adecuada
para una buena amplificacion.

ADN polimerasa (Tag polimerasa)

Debido a que en cada ciclo de la PCR se lleva la mezcla de reaccion a temperaturas
de 95°C, se requiere de una enzima ADN polimerasa capaz de soportar dichas
temperaturas, es por eso, que la enzima Taq polimerasa es la mas empleada para
llevar a cabo la reaccion de PCR, ya que es una enzima termoestable, es decir, no
pierde su actividad con temperaturas altas, su funcién es polimerizar una nueva
cadena de ADN tomando como molde otra ya existente (Sandoval, et al.,2016). La
Tag polimerasa se aislé por primera vez en 1976, a partir de la bacteria Thermus
aguaticus que vive en ambientes acuaticos con temperaturas cercanas a los 100°C,
esta enzima mejoro la técnica, pues permitié la simplificacién y automatizacion de
la PCR.

MgCl2

El i6bn magnesio actia como cofactor de la enzima ADN polimerasa, ademas de
que, muchos componentes de la reaccion se unen al i6n magnesio, incluyendo
oligonucledtidos o iniciadores, ADN, productos de la PCR y nucleétidos. Sin
embargo, el principal secuestrador del magnesio son los nucleétidos y su alta
concentracion, por lo que, la concentracion total del ibn magnesio debe exceder la
concentracion total de dNTPs (Sandoval, et al., 2016).

Desoxinucleétidos trifosfato (ANTPSs)

Para que la enzima ADN polimerasa lleve a cabo su funcién de polimerizacion o
extension, es necesario la existencia de un sustrato que contenga los cuatro dNTPs
en la mezcla de reaccion: adenina (dATP), citosina (ACTP), guanina (dGTP) y timina
(dTTP), para poder sintetizar la nueva hebra del ADN.

Oligonucledtidos o iniciadores

Los oligonucleotidos son secuencias cortas de ADN que se encargan de delimitar
los extremos de la regidn que se desea copiar o amplificar, para llevar a cabo la
reaccion de PCR punto final son utilizados un par de iniciadores, los cuales,
proporcionan un extremo 3’ libre, al cual se uniran los nucleétidos consecutivos por
accion de la enzima ADN polimerasa, es entonces que, a partir de los
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oligonucledtidos el ADN polimerasa comienza la extension o sintesis de la nueva
cadena de ADN. Los oligonucleétidos reciben el nombre de sentido y anti sentido,
segun la secuencia a la que dan origen, el iniciador sentido es complementario y
antiparalelo a la cadena 3’5’ del ADN molde, por lo que la polimerasa, al adicionar
nucleotidos en él, origina la cadena 5’—3’, por el contrario, el iniciador anti sentido
es complementario y antiparalelo a la cadena 5’ —3’ del ADN molde, por lo que su
polimerizacion originara la cadena 3’'—5’ (Sandoval, et al., 2016).
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14.4 Diagramas de procedimiento experimental

14.4.1 Extraccion de ADN total
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14.4.2 Electroforesis en gel de agarosa

>_$&

Preparacion del Colocar el gel dentro de la Afiadir buffer TAE 1X, hasta
gel de agarosa c&mara de electroforesis cubrir el gel
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L [FE=r=r

Visualizacion de ADN

14.4.3 PCR B-globina
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14.4.4 Identificacién de C. trachomatis mediante PCR punto final

=
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=
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Agitar 5
segundos Distribuir 22.5 ul de la solucién
en 12 tubos etiguetados como:
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termociclador para libre de nucleasas de C. trachomatis ADN de semen

Iniciar la PCR
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14.5 Analisis estadistico: Tablas cruzadas, pruebas de Chi-cuadrado y prueba
exacta de Fisher

El valor de p de la prueba y? se utilizé6 cuando menos del 20% de las casillas de
recuento esperado (en las tablas cruzadas) obtuvieron un valor <5, por el contrario,
cuando mas del 20% de las casillas de recuento esperado obtuvieron un valor <5,
se utilizo el valor de p de la prueba exacta de Fisher (bilateral). Se considerd un
valor significativo (dependencia de las variables), cuando el valor de p fue <0.05.

14.5.1 Relacion entre el tipo de infertilidad y el resultado de la infeccion

Tabla cruzada Tipo de infertilidad*Resultado de C.trachomatis

Resultado de Ctrachomatis

Megativo Positivo Total
Tipo de infertilidad  Primaria Recuento 47 21 68
Recuento esperado 461 2148 68.0
Secundaria Recuento 12 T 18
Recuento esperado 12.9 6.1 148.0
Total Recuento 59 28 ar
Recuento esperado 58.0 28.0 87.0
Pruebas de chi-cuadrado
Significacidn Significaciaon Significacion
asintdtica exacta exacta
Walor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 242° 1 623
Correceién de continuidad® 048 1 831
Razdn de verosimilitud 238 1 626
Prueba exacta de Fisher 782 408
Asociacidn lineal por lineal 238 1 625
M de casos validos a7

a. 0 casillas (.0%) han esperado un recuento menor gue 5. El recuento minimo esperado es 6.11.

k. Sdlo se ha calculado para una tabla 2x2

*Se utilizé el valor de p, de la prueba Chi-cuadrado de Pearson.
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14.5.2 Relacion entre anomalias seminales y C. trachomatis
Relacién de hipospermiay C. trachomatis

Tabla cruzada Con hipospermia*Resultado de C. trachomatis

Resultado de C. trachomatis

Megativo Fositivo Total
Con hipospermia Mo Recuento a1 22 73
Recuento esperado 455 235 730
Si Recuento 8 6 14
Recuento esperado 9h 445 140
Total Recuento 54 28 a7
Recuento esperado 59.0 28.0 a87.0

Pruebas de chi-cuadrado

Significacidn Significacidn Significacidn
asintdtica exacta exacta
Valar gl (hilateral) (hilateral) {unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson an 1 351
Correceidn de continuidad® 386 1 535
Razdn de verasimilitud 839 1 360
Prueha exacta de Fisher 364 263
Asociacian lineal por lineal 861 1 354

N de casos validos 87

a. 1 casillas (25.0%) han esperado un recuento menor gue 5. El recuento minimo esperado es 4.51.
b. Sdlo se ha calculado para una tabla 2x2

*Se utilizé el valor de p, de la prueba exacta de Fisher.

Relacion de hiperespermiay C. trachomatis

Tabla cruzada Con Hiperespermia*Resultado de C. trachomatis

Resultado de C. trachomatis

Megativo Positiva Total
Con Hiperespermia Mo Recuento 58 27 a5
Recuento esperado 7.6 274 85.0
Si Recuento 1 1 2
Recuento esperado 14 6 20
Total Recuento 59 28 87
Recuento esperado 59.0 28.0 a7.0

Pruebas de chi-cuadrado

Significacidn Significacian Significacidn
asintdtica exacta exacta

Walor gl (bilateral) (hilateral) {unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 2982 1 Rat:14]
Correccion de continuidad® .0oa 1 1.000
Razdon de verosimilitud 278 1 548
Prueba exacta de Fisher 543 543
Asociacidn lineal por lineal 294 1 587
N de casos validos 87

3. 2 casillas (50.0%) han esperado un recuento menor que 5. Elrecuento minimo esperado es .64
b. Sdlo se ha calculado para una tabla 2x2

*Se utilizé el valor de p, de la prueba exacta de Fisher.
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Relacion de oligozoospermia y C. trachomatis

Tabla cruzada Con Oligozoospermia*Resultado de C. trachomatis

Resultado de C. trachomatis

Megativa Positivo Total
Con Oligozoospermia Mo Recuento &7 25 a2
Recuento esperado 556 26.4 82.0
Si Recuento 2 3 5
Recuento esperado 34 1.6 a0
Total Recuento 59 28 87
Recuento esperado 58.0 28.0 ar.0
Pruebas de chi-cuadrado
Significacidn Significacion Significacion
asintdtica exacta exacta
Valaor al (hilateral) (bilateral) {unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1.881% 1 A70
Correccion de continuidad® a7 1 380
Razdn de verosimilitud 1.735 1 188
Prueha exacta de Fisher 323 187
Asociacidn lineal por lineal 1.858 1 73
M de casos validos 87

a. 2 casillas (50.0%) han esperado un recuento menor que 5. Elrecuento minimo esperado es 1.61.
k. Sélo se ha calculado para una tabla 2x2

*Se utilizé el valor de p, de la prueba exacta de Fisher.

Relacion de necrozoospermiay C. trachomatis

Tabla cruzada Con Necrozoospermia*Resultado de C. trachomatis

Resultado de C. trachomatis

MNegativo Positiva Total
Con Mecrozoospermia Mo Recuento 56 27 a3
Recuento esperado 56.3 267 83.0
Si Recuento 3 1 4
Recuento esperado 27 1.3 4.0
Total Recuento 59 28 ar
Recuento esperado 59.0 28.0 a7.0
Pruebas de chi-cuadrado
Significacion Significacion Significacidn
asintdtica exacta exacta
Valar al (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .0gg?® 1 753
Correccidn de continuidad® .0oa 1 1.000
Razdn de verosimilitud 103 1 748
Frueha exacta de Fisher 613
Asociacién lineal por lineal 098 1 754
M de casos validos 87

a. 2 casillas (50.0%) han esperado un recuento menor gque 5. El recuento minimo esperado es 1.28.
b. Sdlo se ha calculado para una tabla 2x2

*Se utilizé el valor de p, de la prueba exacta de Fisher.



Relacion de azoospermiay C. trachomatis

Tabla cruzada Con Azoospermia®Resultado de C. trachomatis

Resultado de C. trachomatis

Megativa Positivo Total
Con Azoospermia No Recuento 54 27 81
Recuento esperado 549 261 81.0
Si Recuento 5 1 6
Recuento esperado 41 19 6.0
Total Recuento 59 28 a7
Recuento esperado 59.0 280 87.0
Pruebas de chi-cuadrado
Significacion Significacion
asintdtica Significacidn exacta
Valor gl (bilateral) exacta (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 7112 1 399
Correccidn de continuidad® 152 1 696
Razdn de verosimilitud 793 1 373
Prueba exacta de Fisher 659 367
Asociacidn lineal por lineal 703 1 402
M de casos validos 87
a. 2 casillas (50.0%) han esperado un recuento menor gue 5. El recuento minimo esperado es 1.93.
b. Sdlo se ha calculado para unatabla 2x2
*Se utilizé el valor de p, de la prueba exacta de Fisher.
Relacion de teratozoospermiay C. trachomatis
Tabla cruzada Con Teratozoospermia®Resultado de C. trachomatis
Resultado de C. trachomatis
MNegativo Paositiva Total
Con Teratozoospermia No Recuento g 2 10
Recuento esperado 6.8 32 10.0
Si Recuento 51 26 7
Recuento esperado h22 248 770
Total Recuento 59 28 87
Recuento esperado 59.0 28.0 87.0
Pruebas de chi-cuadrado
Significacidn Significacidn
asintdtica Significacidn exacta
Valor gl (bilateral) exacta (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 7682 1 2381
Correccidn de continuidad® 267 1 605
Razdn de verosimilitud 628 1 363
Prueba exacta de Fisher 430 313
Asaociacidn lineal por lineal 760 1 383

M de casos validos

87

a. 1 casillas (25.0%) han esperado un recuento menor gue 5. El recuento minimo esperado es 322,

b. Sdlo se ha calculado para unatabla 2x2

*Se utilizo el valor de p, de la prueba exacta de Fisher.
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14.5.3 Relacion entre los factores de riesgo y el tipo de infertilidad

Relacion de fumar y tipo de infertilidad

Tabla cruzada Fuman*Tipo de infertilidad

Tipo de infertilidad
Primaria  Secundaria Total

Fuman Mo Recuento 48 1 59
Recuento esperado 46.1 12.8 55.0

Si Recuento 20 B8 28
Recuento esperado 219 6.1 28.0

Total Recuento 68 19 a7
Recuento esperado 68.0 18.0 87.0

Pruebas de chi-cuadrado

Significacion Significacidn Significacion
asintdtica exacta exacta
Walar al (hilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Fearson 1.096% 1 .285
Correccién de continuidad® 582 1 4432
Razdn de verosimilitud 1.063 1 303
Prueba exacta de Fisher 405 219
Asociacidn lineal por lingal 1.084 1 2498

M de casos validos 87

3. 0 casillas (.0%) han esperado un recuento menaor que 5. El recuento minimo esperado es 6.11.
. 8dlo se ha calculado para una tabla 2x2

*Se utilizé el valor de p, de la prueba Chi-cuadrado de Pearson.

Relacion de beber alcohol y tipo de infertilidad

Tabla cruzada Toman*Tipo de infertilidad

Tipo de infertilidad
Primaria  Secundaria Total

Toman Mo Recuento 33 10 43
Recuento esperado 336 9.4 43.0

Si Recuento 35 9 44
Recuento esperado 344 9.6 440

Total Recuento 68 19 87
Recuento esperado 68.0 18.0 87.0

Pruebas de chi-cuadrado
Significacian Significacidon Significacion

asintdtica exacta exacta
Valor gl (bilateral) (hilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1008 1 752
Correceion de continuidad® .0o3 1 955
Razdn de verosimilitud 100 1 752
Prueba exacta de Fisher 800 ATT
Asociacidn lineal por lineal .099 1 753

N de casos validos 87

3. 0 casillas (.0%) han esperado un recuento menaor que 5. El recuento minimo esperado es 9.39.
b. Sdlo se ha calculado para una tabla 2x2

*Se utilizé el valor de p, de la prueba Chi-cuadrado de Pearson.

81



Relacion de obesidad y tipo de infertilidad

Tabla cruzada Con Obesidad*Tipo de infertilidad
Tipo de inferilidad
Frimaria  Secundaria Total
Con Obesidad Mo Recuento 55 14 ]
Recuento esperado 538 151 69.0
Si Recuento 13 5 18
Recuento esperado 14.1 34 18.0
Total Recuento 68 19 a7
Recuento esperado 68.0 19.0 87.0
Pruebas de chi-cuadrado
Significacion Significacion Significacion
asintatica exacta exacta
Walor gl (bilateral) (bilateral) {unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 4697 1 483
Correccién de continuidad® 133 1 T16
Razan de verosimilitud 450 1 503
Prueba exacta de Fisher 528 347
Asociacién lineal por lineal 464 1 4496
M de casos validos 87

a.1 casillas (25.0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es 3.93,
b. Sdlo se ha calculado para unatahbla 2x2

*Se utilizé el valor de p, de la prueba exacta de Fisher.

Relacion de diabetes y tipo de infertilidad

Tabla cruzada Con Diabetes*Tipo de infertilidad
Tipo de infertilidad

Primaria  Secundaria Total
Con Diabetes Mo Recuenta 68 17 85
Recuento esperado 66.4 18.6 85.0
Si Recuento 0 2 2
Recuento esperado 1.6 4 2.0
Total Recuento 68 19 a7
Recuento esperado 68.0 19.0 87.0
Pruebas de chi-cuadrado
Significacion Significacién Significacidn
asintdtica exacta exacta
Walor al (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 7.326% 1 007
Correccidn de continuidad® 3.388 1 066
Razdn de verosimilitud 6.258 1 012
Prueha exacta de Fisher 046 046
Asociacién lineal por lineal 7.242 1 .0o7
M de casos validos 87

a. 2 casillas (50.0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es .44,
b. Sdlo se ha calculado para una tabla 2x2

*Se utilizo el valor de p, de la prueba exacta de Fisher.
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Relacion de hipertension y tipo de infertilidad

Tabla cruzada Con Hipertension*Tipo de infertilidad

Tipo de infertilidad
Primaria  Secundaria Total

Con Hipertensién Mo Recuento 66 17 83
Recuento esperado 64.9 18.1 83.0

Si Recuento 2 2 4

Recuento esperado 31 K| 4.0

Total Recuento [if:] 14 87
Recuento esperado 68.0 19.0 87.0

Pruebas de chi-cuadrado

Significacian Significacién Significacién
asintotica exacta exacta
Yalor gl (hilateral) (hilateral) {unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1.9487 1 163
Correccion de continuidad® 602 1 438
Razon de verosimilitud 1.617 1 203
Prueba exacta de Fisher 2086 208
Asociacidn lineal por lineal 1.926 1 165

N de casos validos 87

a. 2 casillas (50.0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es 87,
. Sdlo se ha calculado para una tabla 2x2

*Se utilizé el valor de p, de la prueba exacta de Fisher.



14.6 Datos clinicos y parametros seminales de los varones

Primaria

27 Primaria
32 Primaria
30  Secundaria

36  Secundaria
41 Primaria
4 45  Secundaria
- Primaria
6 31 Primaria
7: 49 Primaria
8 31 Primaria
9 38 Primaria
0 42 Primaria
1
12
[z

14 34 Primaria

43 Primaria

33 Primaria

17 30 Primaria

18 48 Primaria
9 35 Primaria
20 46 Primaria

21 29 Primaria
22 27 Primaria
23 37  Secundaria

24 33 Secundaria
25 30 Primaria
26 37 Primaria

27 34 Primaria

28 28  Secundaria
Iz 3 Primaria
30 42 Primaria

59 Primaria

34 Primaria

33 33 Primaria

34 35 Primaria
Primaria

42 Secundaria
41 Secundaria

38’,I
5

38 42 Primaria
39 32 Primaria
40 34 Primaria
41 40 Primaria
42 34 Primaria
43 a7 Primaria

Infertilidad
de pareja
Primaria
Secundaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Secundaria
Secundaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Secundaria
Secundaria
Primaria
Primaria
Primaria
Secundaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Secundaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Secundaria
Primaria
Secundaria
Primaria
Secundaria
Primaria
Secundaria
Primaria
Secundaria

Completa
Completa
Completa
Incompleta
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa

Anormal
Normal
Normal

Anormal
Normal

Anormal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

Anormal
Normal
Normal
Normal
Normal

Anormal

Anormal
Normal

Anormal

Anormal
Normal

Anormal
Normal

Anormal
Normal
Normal

Anormal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

Anormal

Anormal

Anormal

Anormal
Normal

gris opalescente
ligeramente amarillenta
amarillenta
amarillenta
ligeramente amarillenta
gris opalescente
ligeramente amarillenta
amarillenta
amarillenta
blanquecina
blanquecina
gris opalescente
gris translacida
gris opalescente
amarillenta
gris opalescente
amarillenta
gris opalescente
amarillenta
gris opalescente
amarillenta
grisacea
translicida
gris opalescente
gris opalescente
amarillenta
grisacea
amarillenta
amarillenta
grisacea
lechosa
gris opalescente
gris opalescente
amarillenta
amarillenta
translacida
blanquecina
ligeramente amarillenta
ligeramente amarillenta
gris opalescente
grisacea
grisacea
ligeramente amarillenta

*Muestras marcadas con verde, positivas a C. trachomatis.

60
100
82
18
22
90
112

40
120
140

109
90
70
24
63
75
105

45
81
63
20
72
60
68
16
45
51
76
73
76
65
69

46
51
70
58
1l

62
74

70
65
47

64

62
75
57

57
42
63
45
64
49
74
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Teratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
39 Astenoteratonecrozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
74 Oligoastenoteratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Normozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Hipoteratozoospermia
Teratozoospermia
36 Hipooligoastenoteratonecrozoospermia
Azoospermia obstructiva
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Azoospermia
Teratozoospermia
Normozoospermia
Oligoteratozoospermia
80 Astenoteratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Hiperteratozoospermia
Hipoazoospermia
Hipoteratozoospermia
Hipoteratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia

Ninguna
Ninguna
Fumar, beber alcohol y obesidad
Hipertension
Ninguna
Fumar, beber alcohol y obesidad
Sobrepeso e hipertension
Fumar, beber alcohol y obesidad
Fumar
Beber alcohol
Ninguna
Ninguna
Ninguna
Ninguna
Ninguna
Ninguna
Tomar
Fumar y beber alcohol
Ninguna
Tomar
Ninguna
Fumar y beber alcohol
Fumar
Ninguna
Ninguna
Ninguna
Beber alcohol
Ninguna
Ninguna
Beber alcohol
Ninguna
Ninguna
Ninguna
Beber alcohol
Beber alcohol
Beber alcohol
Fumar, beber alcohol y obesidad
Ninguna
Fumar y beber alcohol
Fumar, beber alcohol y obesidad
Beber alcohol
Ninguna
Fumar y beber alcohol

Continua...
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44
45
46
47
48
49
50
51
52
83

32 Primaria
45  Secundaria

30 Primaria
42 Secundaria
28 Primaria
43 Primaria
45 Primaria
35 Primaria
32 Primaria
44 Primaria
4 Secundaria
19 Primaria
35 Primaria
43 Primaria
40 Primaria
37 Primaria
35 Primaria
40 Primaria
37 Primaria

34 Primaria
32 Primaria
35 Secundaria
37 Secundaria

29 Primaria
33 Primaria
39 Primaria
27 Primaria
27 Primaria

43 Secundaria
36  Secundaria
40  Secundaria

32 Primaria
39 Primaria
38 Primaria
33 Primaria

32 Primaria
37 Secundaria

30 Primaria
43 Primaria
32 Secundaria
28 Primaria
30 Primaria
43 Primaria

38 Secundaria

*Muestras marcadas con verde, positivas a C. trachomatis.

Infertilidad
de pareja
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Secundaria
Primaria
Secundaria
Primaria
Primaria
Primaria
Secundaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Secundaria
Secundaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Secundaria
Secundaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Secundaria
Primaria
Primaria
Secundaria
Secundaria
Secundaria
Secundaria
Primaria
Primaria
Secundaria
Secundaria

Completa
Incompleta
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Incompleta
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa
Completa

Normal
Anormal
Anormal
Anormal
Anormal
Anormal

Normal
Anormal
Anormal
Anormal

Normal

MNormal

MNormal
Anormal

Normal

Normal

Normal
Anormal

Normal
Anormal

Normal

Normal
Anormal

Normal

Normal

MNormal
Anormal
Anormal

Normal
Anormal

Normal
Anormal

Normal

Normal

Normal

Normal
Anormal
Anormal

Normal
Anormal

Normal

Normal

Normal

Normal

22
15
3
31
25

gris opalescente
amarillenta
amarillenta
amarillenta translicida
grisacea
gris opalescente
gris opalescente
ligeramente amarillenta
grisacea
amarillenta
gris opalescente
gris opalescente
amarillenta
grisacea
amarillenta
ligeramente amarillenta
amarillenta
amarillenta
amarillenta
grisacea
amarrilenta
ligeramente amarillenta
grisacea
amarillenta
grisacea translicida
gris opalescente
grisacea
grisacea
translicida
ligeramente amarillenta
ligeramente amarillenta
amarillenta
gris opalescente
amarillenta
amarillenta
ligeramente amarillenta
grisacea
amarillenta
gris opalescente
gris opalescente
blanguecina
gris opalescente
amarillenta
gris opalescente

18
68

72

80
35
62
94
160

88
200
70
105
94
70
65

120
49
45
a0
30

65

67
60
35
90
110
130
98
49
63
75
60
60
160
91
50

73
20
70

69
72

73
75
69
529
]

28 &3

70
60
67

75
69
60

63
63
70
67

80
70

2L

73
49

53
67
62
45
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Teratozoospermia

39 Astenoteratonecrozoospermia

Normozoospermia

Hipoazoospermia obstructiva

Normozoospermia
Hipoteratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Teratozoospermia
Hipoteratozoospermia

Fumar y beber alcohol
Hipertension
Beber alcohol
Fumar, beber alcohol, obesidad y diabetes

Fumar
Obesidad

Hipercolesterolemia y sobrepeso

Obesidad
Ninguna
Ninguna
Ninguna

Fumar y beber alcohol
Beber alcohol
Fumar, beber alcohol y obesidad

Teratozoospermia Ninguna
Teratozoospermia Fumar y beber alcohol
Teratozoospermia Ninguna
Teratozoospermia Ninguna
Teratozoospermia Beber alcohol
Hipoazoospermia Obesidad
Oligoteratozoospermia Fumar y beber alcohol
Teratozoospermia Beber alcohol
Teratozoospermia Fumar y beber alcohol
Teratozoospermia Ninguna
Hiperteratozoospermia Beber alcohol
Teratozoospermia Ninguna
36 Hipooligoastenoteratonecrozoospermia Fumar y beber alcohol
Teratozoospermia Beber alcohol
Hipoazoospermia obstructiva Obesidad
Hipoteratozoospermia Fumar, beber alcohol, obesidad y diabetes
Teratozoospermia Ninguna
Teratozoospermia Fumar y beber alcohol
Hipoteratozoospermia Beber alcohol, obesidad e hipertension
Teratozoospermia Fumar y beber alcohol

Teratozoospermia Ninguna

Teratozoospermia Beber alcohol
Teratozoospermia Fumar y beber alcohol
Hiposteratozoospermia Ninguna
Teratozoospermia Beber alcohol y obesidad
68 Astenoteratozoospermia Fumar, beber alcohol y obesidad

Teratozoospermia Fumar y beber alcohol
Teratozoospermia Fumar y beber alcohol
Teratozoospermia Beber alcohol y obesidad
Teratozoospermia Fumar y beber alcohol
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