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La necesidad de que el trabajo en el laboratorio
de desarrolle en unas buenas condiciones es obvia.
La buena practica se vera reflejada ineludiblemente
en los resultados.

La complejidad creciente de algunas de las técni-
cas que se aplican en los laboratorios de embriologia
clinicay la mantenimiento de los embriones fuera
del ambiente materno durante un tiempo mas prolon-
gado, hacen indispensables las mejoras del laborato-
rio para asegurar €l éxito del FIV.

Existen una serie de puntos indispensables para
garantizar estas condiciones Optimas de trabgjo en el
|aboratorio.

1. Recursos humanos

2. Instalaciones del laboratorio

a. Dotacion técnica del laboratorio
b. Condiciones Ambientales
3. Condiciones de cultivo
4, Control de calidad
a. Aplicacion de los test de embriotoxicidad
b. Acreditacion del laboratorio de FIV

1. RECURSOS HUMANOS

Cada uno de los procedimientos que se desarro-
Ilan en un laboratorio de FIV, desde |a puncién de
ovocitos hasta la transferencia de embriones, pasan-
do por la preparacion de alicuotas de los medios, de-
ben entrafiar el mismo tipo de responsabilidad, todos
ellos son igualmente importantes. Descuidos y falta
de atencion pueden desencadenar fallos de fecunda-
cion o bloqueo del desarrollo embrionario con la
consiguiente pérdida de material humano y del ciclo
de la paciente. Es fundamental por |o tanto, que €l

grado de atencion sea siempre el méximo incluso en
aguellos procedimientos que no impliquen la mani-
pulacién directa de embriones y/o gametos. Este fin
se consigue siguiendo una serie de requisitos como
son, asegurar una plantilla suficiente para poder rea-
lizar todos los procedimientos sin precipitacion , rea-
lizacién de Unico procedimiento alavez y la con-
cienciando del personal del laboratorio la
importancia y trascendencia que el trabajo que reali-
zatiene.

Laimportanciadel nimero de personas que com-
ponen la plantilla del laboratorio repercute en el
tiempo que un embridlogo puede destinar a cada ca-
S0 en concreto, asi como en la agilidad mental y des-
treza a la hora de realizar un procedimiento en con-
creto. Los procedimientos que se realizan en un
|aboratorio son muy complejos, y muchas veces re-
sultan largos 'y complicados exigiendo indudable-
mente concentracion para evitar errores. Tasas de fe-
cundacioén, calidad embrionaria y tasas de gestacion,
pueden verse significativamente afectadas por este ti-
po de variable.

El nimero de embridlogos y técnicos de laborato-
rio es por lo tanto, pieza clave del laboratorio. Este
depende de la particularidades de cada laboratorio y
debe estar en funcion del nimero y €l tipo de proce-
dimientos que se realizan al afio, de la complejidad
de las técnicas utilizadas y del reparto de actividades
entre embriélogos y técnicos.

Una media bastante aceptable seria de 1 embrio-
logo por cada 100 procedimientos anuales, existen
no obstante laboratorios con proporciones mas desa-
hogadas, 1 embridlogo cada 50 procedimientos o in-
cluso mas gjustadas, 1 embridlogo por cada 250 pro-
cedimientos.
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2. INSTALACIONESDEL LABORATORIO

a. Dotacioén técnica del laboratorio

Si el nimero de personas que componen la planti-
Ila del laboratorio es importante, no lo es menos el
eguipamiento del laboratorio. De hecho es otro de los
el factores limitantes del éxito del FIV. Este, |6gica-
mente, a igual que el personal, depende de las nece-
sidades y rutina de trabgjo de cada laboratorioy tam-
bién esta funcién de la cantidad de procedimientos
que se realizan.

Distinguiremos dos puntos importantes en este
apartado: cantidad y equipamiento.

Cantidad.- Ladisponibilidad de campanas de flu-
jo laminar, lupas, microscopios, equipos de microma-
nipulacién, incubadores , etc...son piezas importantes
para el funcionamiento del laboratorio de embriologia
y permitiran realizar los procedimientos dentro del
tiempo requerido paraello.

El nimero de campanas de flujo laminar deber ser
suficiente para no tener que realizar simultdneamente
dos procedimientos en la misma campana. En |o refe-
rente al resto del equipo, es decir, lupas estereoscopi-
cas, microscopios invertidos, equipos de micromani-
pulacion y equipos de congelacion, debe ser
suficiente para que permita no tener que retrasar la
realizacion de un procedimiento concreto més delo
necesario.

El nimero de incubadores y su funcion es otro te-
ma fundamental. Si es verdad que lo ideal parece ser
tener un paciente por incubador, larazon de 3 pacien-
tes por incubador es bastante razonable. La aparicion
del los incubadores denominados de trabajo o tempo-
rales son esenciales en el laboratorio ya que esto evi-
tard la apertura innecesaria de los incubadores de cul -
tivo.

Equipamiento.- La estabilizacion de las condicio-
nes de cultivo a maximo lleva asociado el manteni-
miento de las condiciones de cultivo de la forma mas
estable posible. Una de las variables que afecta a la
viabilidad de ovocitos y embriones es claramente |la
temperatura (1, 2). Para evitar grandes fluctuaciones
de temperatura, ademas de la adopcién de ciertas téc-
nicas de cultivo como la utilizacion de aceite mine-
ral, el equipamiento de las campanas, lupasy micros-
copios con plataformas atemperadas resultan
altamente beneficiosas.

b. Condiciones Ambientales

El creciente interés por el efecto de contaminantes
ambientales sobre la salud y el de los embriodlogos
por la mejora de las condiciones de cultivo de game-

tosy embriones ha creado una interesante amalgama
de la que nace una preocupacioén por el impacto de
las diferentes condiciones ambientales sobre el desa
rrollo preimplantacional de los embriones. Existen
una amplia gama de productos que por sus condicio-
nes especificas Unicamente pueden realizarse bajo las
condiciones ambientales de una cleanroom. Desde
medi camentos especiales, hasta equipos opticos de
gran precision, necesitan ser producidos o ensambla-
dos bajo unas condiciones especiales que se consi-
guen en una cleanroom. Resulta, por lo tanto, bastan-
te ilogico pensar que células tan valiosas como son
gametos y embriones humanos, no se vean también
beneficiadas de estas condiciones especiales durante
su manipulacion in vitro.

Durante su cultivo in vitro, gametos y embriones
se ven expuestos a una serie de situaciones artificiales
como son cambios de temperatura, presion de O, y
CO; , cambios en las condiciones de luz, temperatura,
etc..que pueden afectar gametos y embriones (1-3),
demas de verse expuestos a sustancias con las que di-
ficilmente llegarian a contactar de forma natural y que
pueden afectar a desarrollo embrionario (4, 5).

Entre estas nuevas sustancias con las que circuns-
tancialmente contactarén, podemos destacar: particu-
las de polvo, restos de vidrio, virutas de plastico,
compuestos organicos voléatiles, desinfectantes, etc....
Todas estas nuevas situaciones alas que embrionesy
gametos se veran expuestos pueden ser mitigadas en
gran medida por la conversién de los laboratorios de
FIV a cleanrooms. La conversion del laboratorio de
FIV acleanroom no solo facilitara controlar la cali-
dad del aire, es decir la concentracion de particulas
de un tamafio determinado, y la presencia de com-
puestos organicos volatiles, sino también conseguir
unas condiciones estables de temperaturay humedad.

La calidad del aire dentro del laboratorio de FIV
va a depender no solo del filtrado exterior sino tam-
bién del laboratorio en si. EI nimero de personas asi
como la indumentaria seran puntos importantes para
controlar este parametro. Sin laindumentaria adecua-
da, una persona puede generar alrededor de 2 millo-
nes de particulas menores de 0,5um/min, alrededor de
300.00 particulas mayores de 0,5 um/min y alrededor
de 160 particulas con bacterias (6). Es por €ello que el
uso de mascarilla, gorro y calzado resultaran impres-
cindibles.

De las clases de cleanroon existentes, tal vez la
clase 1SO 5, seria una opcion bastante razonable para
el laboratorio de embriologia. No obstante, la utiliza-
cion de las cabinas de flujo laminar puede rebajar a
ISO 6 6 1SO 7 €l tipo de cleanroom a que €l labora-
torio de FIV puede convertirse.
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La utilizacion de cabinas de flujo laminar equipa-
das con filtros HEPA, permiten el paso de solo 3 de
10000 particulas de tamafio no superior a 0,3 pm.
Estas resultan por |o tanto suficiente para evitar el pa-
so de microorganismos, 1os cuales vienen normal-
mente unidos a otro tipo de material como restos de
células de las piel, 0 agregados de polvo llegando a
alcanzar tamafios de 10 a 15 pm.

La conversién de un laboratorio de FIV a unacle-
anroon requiere la adaptacion del personal del labo-
ratorio que iran en la linea del mantenimiento de la
limpieza de la estancia, por ejemplo, seria convenien-
te el lavado frecuente de manos, la utilizacién correc-
ta de la indumentaria, o la no utilizacion de ciertos
materiales como gasas, ciertas clases de papel, etc.....

La adaptacion del laboratorio de FIV al tipo de
normativa 1SO elegiday la presion positiva con res-
pecto a estancia contiguas en el laboratorio debe ser
suficiente para mantenimiento de la pureza del aire en
lo que a particulas se refiere. Sin embargo, esta pre-
surizacién no es suficiente para mantener el laborato-
rio libre de COV. Su control en el laboratorio se de-
bera realizar a varios niveles esto es, a nivel de los
gases que llegan a los incubadores, anivel el aire
que llega desde €l exterior, y por Ultimo anivel del el
producido en el interior del laboratorio. Los dos ulti-
mos apartados pueden ser controladas de forma eficaz
tras la utilizacion de los filtros basados en carbén ac-
tivado y permanganato potasico instalados en los sis-
temas de aire que abastecen el laboratorio de FIV. El
control de la posible contaminacién debida alaim-
pureza del CO; utilizado en incubadores puede ser
controlada adaptando un sistema de filtros basado en
el mismo principio que los anteriores, pero instalados
en el sistema de abastecimiento de gases a la par que
evitando gastar completamente las balas de CO, y
utilizando un sistema de tuberias de canalizacion de
gases con bagjo potencial de liberacién de residuos.

El control de calidad de las cleanroom, revisién de
filtros, control de particulas, mediada de COV, sera
también importante para poder conservar las cualida-
des del aire.

Dada la dificultad adecuar los sistemas de filtrado
para el control de las particulas, microorganismos y
COV a laboratorios ya construidos, la utilizacion de
medidas paliativas resultan bastante interesantes.
Algunas de estas medidas podrian ser dejar siempre
encendidas las campanas de flujo laminar para que
actden como unidades eliminadoras de particulas en
el ambiente, cambiar los en los métodos de cultivo de
gametos/embriones, instalar unidades CODA en pun-
tos estratégicos, etc... Lainstalacion de filtros CODA
en algunos laboratorios han aumentado significativa-

mente de las tasas de gestacion, y disminuido la de
abortos en FIV (7). No obstante, podria ser intere-
sante analizar la presencia algunos de los COV nor-
mal mente presentes en areas urbanas que podrian pre-
sumiblemente estar afectando a los resultados de un
laboratorio concreto y a partir de ahi disefiar estrate-
gias aseguir.

Existen muchos estudios sobre |os efectos nocivos
de los diferentes contaminantes ambientales sobre la
salud. La exposicion breve a determinados tipos de
estos compuestos son suficientes para ser detectados
en sangre, y tras su exposicion més prolongada, éstos
pueden atravesar la placentay detectarse en el liquido
amniotico (8, 9). Ademés, se sabe que su exposicion
continuada puede aumentar del riesgo de sufrir infec-
ciones pulmonares (10), cancer de pulmoén (11) asi
como tener consecuencias de indole reproductivo (8,
12, 13).

Debido a la ubicacion urbana de los laboratorios
de FIV y al trabajo rutinario que en él se desarrolla,
(uso de rotuladores para marcar las placas, mecheros
de alcohol para estirar pipetas, uso de productos de
desinfeccidn, presencia de microscopios, monitores
de television, etc,..), no esraro que tiendan a acumu-
larse en el ambiente diferentes tipos de COV.

Las medidas realizadas en algunos laboratorios
FIV demuestran que determinadas précticas alrededor
del laboratorio puede dar lugar a una elevacion ines-
perada de ciertos compuestos y que algunos de ellos
pueden encontrarse en mayor concentracion en el in-
terior de los incubadores llegando a ser entre 5 a 6
veces la concentracién encontrada en el aire exterior
del laboratorio (5). Es por €ello que resulta interesante
conocer si la presencia de estos compuestos en los la-
boratorios pueden afectar alos resultados de FIV. Los
datos publicados provienen de estudios realizados en
otras especies animales, y en muchos casos utilizan
concentraciones muy superiores a las encontradas co-
mo término medio en los laboratorios, por 1o que tie-
nen un valor parcialmente informativo, sin embargo,
unidos a los resultados indirectos obtenidos de cen-
tros de reproduccion asistida en los que se ha seguido
las gestaciones en relacién con la calidad del aire,
pueden ofrecer una orientacién a seguir frente ala
presencia de ciertos COV en los laboratorios de FIV
(5, 14).

La presencia de benceno y sus derivados esto es,
fenoles, catecoles o hidroquinonas, tiene efectos ne-
gativos en reproduccion. Inhalacién de vapores de to-
lueno a concentraciones entre 6 y 20 veces las permi-
tidas por la Administracion de Salud y Seguridad
Ocupacional Americana (OHSA) son capaces de dis-
minuir significativamente el recuento de espermato-
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zoides y ser embriotéxico en roedores (13). La pre-
sencia de benceno en el medio de cultivo produce
aneuploidias, alteraciones en la sintesis de ADN y
mutaciones génicas en embriones de hdmster (15)I0
cual puede repercutir seriamente en la capacidad de
division e implantacion.

Otras sustancias como el metanol que también
puede ser encontrado en concentraciones mayores
dentro de los incubadores también tiene efectos noci-
vos sobre los embriones de rata; a concentraciones
proximas a 300 M, aunque no a 200 uM, el metanol
tiene efectos embriotoxicos (16).

La presencia de aldehidos en las proximidades de
los laboratorios de FIV es otra de las circunstancias
gue se ha visto estar relacionada con la disminucion
de las tasas de gestacion, entre ellos la acroleina es
uno atener en cuenta.

La acroleina es un aldehido que es letal para el
hombre en concentraciones de 10 ppm. Las concen-
traciones actuales de dicho compuesto en las ciuda-
des muy contaminadas es de alrededor de 9 ppb.
Algunos estudios realizados en ratén sobre €l efecto
de la acroleina en el medio de cultivo demuestran que
la presencia de dicho compuesto, en concentraciones
del orden de 1.4 ppm, inhibe parcialmente el desarro-
Ilo hasta blastocisto mientras que concentraciones del
orden de 5.6 ppm lo inhibe por completo (5).

Otro de los posibles compuestos estudiado el esti-
reno catalogado como posible carcindgenos por la
Agencia de Proteccion Ambiental, esta presente en
concentraciones detectables en los laboratorio de
FIV debido posiblemente a su liberacién por el mate-
rial de plastico de poliestireno en donde puede quedar
restos del monémero . Aungue medio de cultivo sa-
turado con estireno es perjudicial para el desarrollo
de los embriones de raton hasta blastocisto (4). Su
efecto nocivo en concentraciones encontradas nor-
malmente puede ser cuestionable, no existen eviden-
cias claras de su efecto mutagénico, alterador endo-
crino, o cancerigeno y ademaés tiene una vida media
muy corta de 3-4 horas, descomponiéndose tras 12
horas en CO2 y H20 bajo condiciones aerdbicas.

2. CONTROL DE CALIDAD

a. Aplicacién de los controles de calidad

Los controles de calidad y la eleccién del tipo de
test autilizar sobre los medios de cultivos y material
utilizados en el manejo de los gametos y embriones
(jeringas, puntas de pipetas, placas de cultivo, etc...)
es otro tema muy importante para el mantenimiento
de Is condiciones 6ptima de trabajo. Aunque la nece-

sidad de su realizacion podria ser cuestionada en al-
gunos productos, ya que éstos estan testados en sus
lugares de manufacturacién, las condiciones de trans-
porte y almacenamiento podria afectar a la viabilidad
de los embriones por lo que resulta aconsejable vol-
ver arepetir los tests para mayor seguridad.

Hay descritos muchos tipos de test para compro-
bar la embriotoxicidad de los productos utilizados en
los laboratorios de FIV. Entre ellos estéan los test que
estudian la probabilidad de embriones de ratén de 1
0 2 células para |legar hasta blastocisto (17-19), o los
gue se basan en el indice de motilidad espermatica de
espermatozoides de animales de laboratorio (20, 21),
0 espermatozoides humanos (22, 23). Entre estos test
hay ademés diferentes grados de astringencia o sensi-
bilidad.

El tipo de test mas apropiado para comprobar la
viabilidad de los medios y resto de material del labo-
ratorio es un tema un tanto escabroso ya que existen
datos en la literatura que bien no encuentran asocia-
cion del resultado de los tests con las tasas de gesta-
cion (24-26) o que encuentran mejor asociacion con
los pardmetros del FIV con unos test que con otros
(18, 20, 21).

Puesto que los resultados pueden ser muy varia-
bles dependiendo del tipo de test realizado, del tipo
de producto sobre el que serediza€l test, etc, ... ca-
da laboratorio debe utilizar aquel que mejor se corre-
laciones con sus tasa de desarrollo embrionario y ges-
tacion.

Otro control de calidad que debe llevarse a cabo e
el laboratorio es el chequeo diario de temperaturas de
los diferentes instrumentos como frigorificos, placas
calefactoras, incubadores, niveles de CO, de los incu-
badores, pH de los medios ,etc, lo que contribuira al
mantenimiento de |la estandarizacion del trabajo dia-
rio y alaobtencion de buenos resultados.

b. Acreditacion del laboratorio de FIV.

Dados los riesgos que conlleva el trabajo en un la-
boratorio de RA. La aplicacion de los controles de ca-
lidad se hacen indispensables. Estos son importantes
para asegurar la reproducibilidad y la estandarizacion
de los procedimientos que se redlizan en el laborato-
rio y es fundamental que el personal del laboratorio
conozca como se deben realizar. La estandarizacion
de las condiciones de trabajo en el laboratorio no sélo
facilitala agilidad y calidad del trabajo sino que per-
mite el control rapido sobre el efecto negativo de
nuevas variables que se hayan introducido en el labo-
ratorio asi como la reproducibilidad de los resultados
en diferentes laboratorios.
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Muchos paises tienen legislacion sobre la forma
de trabajo en los laboratorios de RA. En Estados
Unidos, Gran Bretafia, 0 Suecia existen unos organis-
mos que son los responsables de autorizar y ofrecer
recomendaciones para la practica de procedimientos
de RA tras la colaboracion con diferentes asociacio-
nes cientificas como la ASRM, ESHRE, ALPHA,
etc..(27-30). En Europa existe una organizacion lla-
mada Cooperacion Europea para la Acreditacién
(www.european-accreditation.org) cuya mision es
acreditar laboratorios de RA que pertenecen a los
miembros de la Comunidad Europea. Para poder pa-
sar con éxito sus auditorias es imprescindible que el
laboratorio cumpla con un serie de requisitos relacio-
nados con el trabajo de tipo administrativo, aspectos
concernientes al laboratorio y aspectos clinicos. Los
cuales deberan ir en linea de las normas 1SO o EN.

El laboratorio de FIV debera tener actualizados la
calibracion de todos los instrumentos/ equipos.
Debera también disponer de un manual que explique
detalladamente todos |os procedimientos que se reali-
zan en el laboratorio. Los certificados e informes de-
beran ser realizados siguiendo unas normas, esto es
fecha, direccion del laboratorio, y lafirmay fecha de
la persona que aprueba o certifica los informes.

La estabilidad de |as condiciones de cultivo de ga-
metos y embriones estara asegurada si €l trabajo en €l
laboratorio de FIV se lleva a cabo siguiendo unos re-
quisitos gue aseguren el control del trabgjo rutinario
del laboratorio. Aspectos como el tamarfio de la plan-
tilla ,equipamiento adecuado y controles de calidad
son algunos de estos requisitos. El establecimiento de
las condiciones Optimas de trabajo en el laboratorio
de FIV es unatareaarduay dificil, pero alas quesin
duda deben tender todos |os | aboratorios de embriol o-
gia para asegurar €l éxito.
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