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RESUMEN

Uno de los temas de los que mis se esta hablando entre todos los
grupos y centros que se dedican a la reproduccién asistida es el de la
mejora de los laboratorios, tanto desde un punto de vista estructural,
de construccién, como de funcionamiento. De todas formas, no todos
los centros tienen las mismas posibilidades de remodelar profunda-
mente sus laboratorios, bien sea por falta de espacio, de personal o
por cualquier otro motivo.

En este articulo se exponen posibles soluciones alternativas que pue-
den compensar esta falta de medios. Estos cambios se centran en la in-
corporacién de equipamiento suplementario (como filtros, placas cale-
factoras, etc.), en controles de las condiciones de trabajo (luz,
temperatura, etc.), asi como en una metodologia mds eficiente y es-
tricta de las diferentes técnicas que se desarrollan en el laboratorio. La
finalidad de todos estos pequeiios cambios es conseguir resultados
equiparables a los de laboratorios de nueva construccién que si dispo-
nen de espacio y presupuesto suficiente para estar a la altura del labo-
ratorio ideal.

Palabras clave: Laboratorio de reproduccién asistida. Embriones.
Termostatizacién. Calidad del aire.

ABSTRACT

Small modifications to the assisted reproduction
laboratory: do they improve efficiency?

One of the topics most frequently discussed
among groups and centers involved in assisted re-
production is improvement of laboratories in
terms of both structure (construction) and func-
tion. Not all centers are able to extensively res-
tructure their laboratories due to lack of space or
staff or other reasons.

The present article proposes possible alternative
solutions that may compensate for this lack of re-
sources. These changes involve the incorporation
of supplementary equipment (such as filters, hea-
ting plates, etc.), monitoring of working condi-
tions (light, temperature, etc.) and use of the
most efficient and strict methodology when per-
forming the various techniques used in the labo-
ratory. The aim of all these small modifications is
to achieve results similar to those of newly cons-
tructed laboratories with sufficient space and fi-
nancial resources to emulate the ideal laboratory.

Key words: Assisted reproduction laboratory.
Embryos. Termostatization. Air’s quality.

INTRODUCCION

En los dltimos afios estd quedando bien definido
cémo tendria que ser un laboratorio de reproduccién
asistida (RA) ideal. Sin embargo, no todos los centros
tienen la posibilidad de disponer de los recursos nece-
sarios de espacio, econémicos o de personal para al-
canzar este objetivo.
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Actualmente, las necesidades de un laboratorio de
RA no son las mismas que en el momento de su dise-
no, ya que hasta hace pocos anos éstos se concebian
de la misma manera que un laboratorio general. Al
proyectar un laboratorio de RA hay que tener en
cuenta que sus modelos organizativos no son los mis-
mos que los de un laboratorio convencional, ya que,
por multiples motivos, no tienen el mismo patrén de
trabajo. Por e¢jemplo, tanto los protocolos como los
métodos de trabajo, aun siendo fijos, se someten
constantemente a revisién. En el caso de un laborato-
rio de RA, el personal debe estar altamente cualifica-
do, por lo que necesita un largo periodo de aprendi-
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zaje. Por estos motivos, entre otros, hay que ser muy
cuidadosos con los controles de todos los equipos y
protocolos, y mantener un estricto cuidado de todos
los materiales y medios de cultivo utilizados, asi como
una continua formacién del personal.

El objetivo de este articulo es aportar nuestra ex-
periencia a aquellos laboratorios de RA que, por un
motivo u otro, no tienen a su alcance los recursos hu-
manos o materiales necesarios para mejorar sus resul-
tados de forma significativa. El fin Gltimo es mejorar
la eficiencia del laboratorio en particular y la unidad
de RA en general.

Los laboratorios “pequenos”, ya sea por un reduci-
do volumen de trabajo o por motivos puramente fisi-
cos, se encuentran a menudo con el problema de no
poder incorporar nuevos equipamientos que les per-
mitan situarse a la altura, en cuanto a resultados se
refiere, de laboratorios mayores. Esto es asi porque
muchos laboratorios dependen todavia, tanto econé-
micamente como en cuestiones de espacio, de un “la-
boratorio general”. Una posible solucién a este pro-
blema es incorporar a los equipos ya existentes
pequeiias modificaciones y otros aparatos que mejo-
ren su rendimiento, incrementar los controles de cali-
dad vy, sobre todo, no olvidar nunca que un embrién
necesita un ambiente lo mas parecido posible al seno
materno.

A efecto de clasificar los cambios que se pueden
aplicar a la unidad de RA, los agruparemos en 3 blo-
ques:

INCORPORACION DE EQUIPAMIENTO SUPLEMENTARIO
Camaras de flujo y placas calefactoras

Por varios motivos, los laboratorios de reproduccién
trabajamos con diferentes tipos de cdmaras de flujo la-
minar. Asi, por ejemplo, existen en el mercado las
Telstar micro H, AH-100, SBH-100, K-Systems, etc.
La mayoria de estas cabinas de flujo carece de zonas
termostatizadas de trabajo, lo que nos lleva a trabajar
a temperaturas mds bajas de lo deseable, cuando estd
demostrado que una correcta temperatura de trabajo
es fundamental tanto para la buena evolucién del
ovocito como para su posterior fertilizaciéon y desarro-
llo embrionario. En el caso de que no se pueda dispo-
ner de una cdmara de flujo con la superficie de trabajo
atemperada, existe la posibilidad de incorporar peque-
nas placas calefactoras, tanto en el interior de las cabi-
nas como en las lupas; es interesante incorporar este
tipo de placas también en los microscopios invertidos
del laboratorio, y no sélo en el interior de las cabinas.
Esto soluciona, en gran medida, el problema de la
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temperatura de trabajo, todo ello sin dejar de recalcar
que lo mejor serfa una cabina con zonas termostatiza-
das incorporadas para evitar tener aparatos dentro de
las cabinas de flujo laminar.

Filtros

Los compuestos orgianicos volitiles (COV), de los
que hablaremos més adelante, tienen un efecto nega-
tivo sobre el desarrollo embrionario. Para minimizar
su concentracion en el aire del laboratorio podemos
utilizar torres CODA (CODA XT™ Mod GXTU-
042 <genx>, International Inc, Guilford, Estados
Unidos), con filtros absolutos y HEPA, cuya funcién
es filtrar y purificar pequenas particulas que son difi-
cilmente controlables. Estas torres las podemos en-
contrar en diferentes tamanos, adecuados al espacio
disponible de cada laboratorio. Este tipo de filtros
(absolutos y HEPA) pueden incorporarse a las instala-
ciones de aire acondicionado, para proporcionar un
aire lo mas limpio posible. Para que el aire de los in-
cubadores tenga la maxima pureza, es posible tam-
bién la colocacién de estos mismos filtros en su inte-
rior, asi como en las salidas de CO, de las bombonas
al incubador.

Incubadores

Es fundamental, para el buen desarrollo embrionario,
mantener a una temperatura y un pH estables todos
los ovocitos y embriones, tanto aquellos que estamos
manipulando como los que estamos incubando. Para
reducir al minimo el nimero de veces que se abren
los incubadores, podemos incorporar, aparte de las
estufas de las que ya disponemos para incubar, otras,
de menor tamano y econémicamente mds asequibles,
para utilizar como estufas de working, es decir, donde
colocaremos los ovocitos o embriones con los que es-
tamos trabajando en el momento (p. ¢j., los ovocitos
que estamos denudando, identificando, etc.). De esta
manera evitaremos abrir en exceso las estufas en las
que estamos incubando 6vulos o embriones, para
mantener un ambiente mucho mds estable.

CONTROL DE LAS CONDICIONES DE TRABAJO
Temperatura

Evidentemente, la temperatura tiene una importancia
capital en un laboratorio de fecundacién in vitro. La
manera de tenerla controlada es mediante el uso de
termOmetros. Pueden incorporarse en el interior de la
nevera, a fin de controlar que la temperatura sea la
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idénea para mantener en perfecto estado los medios
de cultivo. Es esencial que las placas calefactoras estén
a la temperatura deseada, ya que no siempre la tempe-
ratura que marcan los displays es la real de la placa.
No hay que olvidar que la temperatura de 37 °C es la
que tiene que llegar al 6vulo o embrién, con lo que la
temperatura de la placa debe ser superior. Podemos
utilizar pequeiios termémetros de superficie (Model
315¢c-DUAL-Magnet  Surface Thermometer-PTC
Instruments, Los Angeles, Estados Unidos), que se
colocan sobre todas las superficies planas y termostati-
zadas del laboratorio. Todas las temperaturas deben
controlarse y registrarse diariamente.

Para comprobar que en el interior de los incubado-
res no hay fluctuaciones de temperatura, es convenien-
te hacer mediciones a intervalos regulares. Esto hace
inviable la utilizacién de termémetros convencionales,
ya que cada vez que se abriese el incubador modifica-
rfamos su temperatura. Para evitar este problema, exis-
ten sondas que toman automdticamente la temperatu-
ra a los intervalos de tiempo deseados. Con estas
mismas sondas se pueden hacer también mediciones
de CO, (InControl 1050, Labotect). Paralelamente,
se realizaron mediciones ambientales de CO, con un
equipo de lectura directa aq-5001 de Metrosonics con
detector de infrarrojos, que permitié simultineamente
el registro de la temperatura y de la humedad relativa.
Los resultados se presentan en la tabla 1.

Compuestos organicos volatiles

Como ya hemos comentado, valores elevados de
COV influyen negativamente en el desarrollo embrio-
nario. Para reducirlos, ademds de la instalaciéon de las
torres CODA, se pueden llevar a cabo cambios en
nuestra forma de trabajo, a fin de reducir la genera-
cién de estos compuestos en el interior del laborato-
rio. Hay que intentar manipular la minima cantidad
de papel cerca de las cabinas de flujo y evitar la utili-
zacién de boligrafos y rotuladores que despidan este

TABLA 1. Valores de CO,, temperatura y humedad

tipo de compuestos. ;Cémo saber si estos cambios
disminuyen de forma efectiva la concentracién de
COV: Para ello se realizé un estudio que consistia en
la determinacién de los valores de COV, incluido el
formaldehido, antes y después de poner en funciona-
miento una torre CODA. Se tomaron 19 muestras de
aire en 7 puntos diferentes, 5 en el interior del labora-
torio, una en el exterior (aunque dentro del edificio)
y una Gltima de aire exterior. Las muestras tomadas se
analizaron por espectrometria UV-Vis, las de formal-
dehido, y por cromatografia de gases, siguiendo el
método analitico del INSHT MTAS,/MA-032/A98,
las de COV. Los resultados obtenidos a lo largo del
estudio se presentan en las tablas 2-4. Cualitativamen-
te, los COV hallados son los correspondientes a un
aire no contaminado, y se identificaron principalmen-
te hidrocarburos alifiticos, hidrocarburos aromiticos,
terpenos, acetona e isopropanol. El estudio, tras la
instalacién de la torre CODA, revel6 una disminucién
en los COV de entre un 50 y un 60%, lo que confir-
ma la utilidad de este tipo de torres.

Controles microbiolégicos

Es bien sabido que, en el interior de un laboratorio
de reproduccién asistida, es necesario tomar ciertas
medidas de asepsia, como son la utilizacién de calza-
do especial o, en su defecto, polainas, mascarillas, go-
rros, uniformes exclusivos del laboratorio, etc. Estas
medidas preventivas de higiene deben traducirse en
una disminuciéon de la concentracién de microorga-
nismos, lo que, a la larga, serd un factor mas que re-
percutird en la mejora de la calidad embrionaria. Para
asegurarnos de que estas medidas son las correctas, se
puede realizar un control microbiolégico mensual,
tanto de superficie como ambiental, a través de labo-
ratorios especializados. Es muy conveniente también
llevar a cabo una desinfeccién del aire acondicionado
al menos 2 veces al ano.

Revisiones periddicas

Es mas importante de lo que parece realizar revisiones

N co, Temperatura Humedad periddicas, también por empresas especializadas, de
Localizacion o o . o
(ppm) (°C) relativa (%)  todos los aparatos del laboratorio. Como minimo de-
Recibidor de entrada 2.090 26,0 58,0
Laboratorio auxiliar 1.972 259 57,1
(punto 5) TABLA 2. Valores de formaldehido
Lal(’;;itgf) auxiliar 1.528 24,3 61,5 Locatizacitn Formaldehido Formaldehido
Laboratorio central 2.508 26,8 60,2 (octubre 2002) (enero 2003)
Cabina flujo laminar 2.551 27,0 57,7 Punto 1 0,07 0,03
(punto 2) Punto 2 0,07 0,03
Pasillo exterior 791 25,1 49.6 Punto 3 0,07 0,02
Calle (exterior) 494 20,5 58,1 Punto 6 (ext.) 0,01 -
70  Rev Int Androl 2004;2(2):68-72 36
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Hidrocarburos Hidrocarburos

Compuestos alifaticos alifaticos Benceno Tolueno  Xilenos Alquibencenos Terpenos Acetona Isopropanol
C6 C8 C9 C10

Punto 1

Octubre de 2002 3922 77,9 11,0 130,2 98,4 51,7 19,3 39,6 48,3

Enero de 2003 156,4 58 32 29,6 424 34,0 124 475 30,0
Punto 2

Octubre de 2002 420,1 9,8 12,1 149.8 95,3 57,7 10,6 414 542

Enero de 2003 203,6 6,6 4.4 64,2 50,3 4.4 5,4 492 43,0
Punto 3

Octubre de 2002 4941 10,7 10,7 1339 106,3 74,0 20,6 455 61,2

Enero de 2003 2232 5,3 3,7 31,9 37,8 33,0 8,3 50,6 31,3
Punto 4

Octubre de 2002 374,3 11,0 9,1 11,4 92,1 66,8 10,9 38,8 39,2

Enero de 2003 176,6 3,6 29 28,4 354 38,3 7,2 50,0 23,7
Punto 5

Octubre de 2002 398,6 10,2 9,9 119,5 100,5 89,5 20,5 40,3 51,0

Enero de 2003 167,3 1,6 3,1 25,1 39,5 - 124 491 277
Punto 6 (ext.)

Octubre de 2002 358,5 6,5 13,1 155,1 130,0 70,0 43 31,7 6,4

Enero de 2003 200,3 14 7.9 65,7 66,2 479 24 39,0 7,9

>

TABLA 4. Tasa de embarazo por puncién (%)

Periodo Marzo de 2001- Abril de 2002-
marzo de 2002 marzo de 2003
Numero de Embarazos por Nimero Embarazos por
casos puncion (%) de casos puncion (%)
Centro 1 571 29 541 41
Centro 2 101 26 110 39
Centro 3 46 26 58 41

ben hacerse 2 revisiones anuales de los incubadores,
camaras de flujo laminar y congelador de embriones.

lluminacion

Hasta hace poco, al construir cualquier laboratorio, se
colocaban luces fluorescentes para su correcta ilumi-
nacién. Ahora bien, al trabajar con ovocitos y/o0 em-
briones, esta luz puede influir negativamente en su
desarrollo. Una solucién es instalar guias de luz halé-
gena con regulador. Con este pequeiio cambio, que
no tiene un coste excesivo ni precisa obras mayores,
logramos disminuir la luz directa que incide sobre los
ovocitos o embriones.

METODOLOGIA DE TRABAJO

Hay otros factores que influyen enormemente en el
éxito de una fecundacién iz vitro. Estos factores estin
referidos al momento estricto en el que estamos ma-
nipulando ovocitos o embriones. Hay que minimizar
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el tiempo que éstos estdn fuera del incubador, cubrir
las placas con el miximo volumen posible de aceite
mineral, trabajar con el semen en una cimara diferen-
te a la de los ovocitos/embriones, seleccionar cuida-
dosamente los embriones a transferir y, si es posible,
realizar la transferencia bajo control ecogrifico, etc.
En los dltimos meses, en nuestro centro se estin apli-
cando con éxito terapias de relajaciéon dirigidas al mo-
mento de la transferencia embrionaria.

COMENTARIO FINAL

Tal como hemos expuesto, el establecimiento de las
condiciones 6ptimas de trabajo es una tarea ardua y
complicada que no podemos pasar por alto, pero que
nos debe servir para ir avanzando en el buen desarro-
llo profesional del embriélogo a la hora de valorar la
calidad embrionaria y la fertilizaciéon de ovocitos, asi
como para asegurar la estabilidad y el buen funciona-
miento de todos los componentes del laboratorio,
para asi obtener gradualmente mayores porcentajes de
embarazo, que es lo que, en definitiva, nos piden los
pacientes.

La mayoria de los cambios a los que nos referimos
a lo largo del trabajo se han realizado simultineamen-
te en 3 laboratorios diferentes.
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