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INTRODUCCION

Las Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA), surgen en los afios 70 cambiando por
completo las opciones de tratamiento para las parejas que sufren trastornos

reproductivos.

La infertilidad es la incapacidad para generar gestaciones capaces de evolucionar
hasta la viabilidad fetal. Por tanto, este concepto engloba situaciones como el aborto

de repeticion, la muerte fetal intrauterina, el parto prematuro, etc. (SEF, 2012).

La esterilidad, definida como la incapacidad para lograr una gestacién tras un afio de
relaciones sexuales sin métodos anticonceptivos y con una frecuencia normal, afecta
aproximadamente al 15% de las parejas en edad reproductiva (SEF, 2012). Las
causas de esterilidad son diversas (Tabla 1), y pueden afectar al gameto masculino,
al gameto femenino, al embrion, a la implantacion del embrion en el utero, o al

desarrollo del feto.
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Tabla 1. Principales causas de esterilidad en paises desarrollados (Tomado de SEF,
2012).

El laboratorio de reproduccion asistida se encuentra dentro de una Unidad de
Reproduccion Humana Asistida (URHA), como parte de una clinica de reproduccion

asistida o bien como parte de un complejo hospitalario.

El objetivo de este trabajo es integrar la bibliografia disponible para el montaje de un
laboratorio de reproduccion asistida, pero adaptada a una clinica de tamafo
pequefio (unos 100 ciclos al afio), intentando alcanzar los maximos estandares de
calidad. Este proyecto surge como resultado del montaje de un laboratorio dentro de
una clinica ginecoldgica, que en la actualidad esta en funcionamiento en la ciudad

de A Coruna.
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DEPARTAMENTOS DE UNA UNIDAD DE REPRODUCCION
HUMANA ASISTIDA (URHA)

Las distintas areas que forman parte de una URHA pueden, en muchos casos,
coincidir en el mismo espacio fisico. En esos casos, es importante que sean

delimitadas en su organizacion, para facilitar la gestion de sus funciones.

En este proyecto el laboratorio fue integrado dentro de una clinica ginecoldgica que
ya se encontraba en funcionamiento. Debido a esto, excepto las areas propias del
laboratorio, todos los departamentos se integraron en los preexistentes. Unicamente
fue necesario reorganizar las funciones e integrar el nuevo personal dedicado en

exclusiva a la URHA.
AREA DE RECEPCION

El area de recepcion es el primer contacto de un paciente con la unidad, es
conveniente que sea un lugar confortable y lo suficientemente amplio para otorgar a
los pacientes la intimidad adecuada. Ademas incluye, una o varias areas de espera y

los aseos.
ADMINISTRACION

El area de administracion se encarga de todos los tramites relacionados con la

unidad tanto internamente como externamente.

Las funciones del personal de administracion son: gestidon de personal y recursos
humanos, gestién administrativa y econdémica relacionada con los pacientes, los
proveedores, la administracion publica y supervision de la ley de proteccién oficial de
datos.

MANTENIMIENTO

En este proyecto, muchas de las funciones de mantenimiento se encuentran
externalizadas. Todo el mantenimiento ha de realizarse siguiendo los protocolos y
guias realizadas por el laboratorio de forma que se ejerza un control constante de la
calidad del servicio y que estos no influyan negativamente en el funcionamiento de la

unidad.

El mantenimiento de una URHA incluye:
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Limpieza.

Mantenimiento de las instalaciones y reparaciones generales.

Mantenimiento de equipos por personal especializado:
o Equipos de laboratorio
o Equipos de consulta y quiréfano
o Instalaciones eléctricas

o Climatizacion.

Soporte informatico.
ALMACEN

La zona reservada a almacén puede ser una zona comun para toda la unidad o
varias zonas para cada unidad. En ambos casos estas zonas deben tener las
caracteristicas necesarias tanto ambientales como de limpieza, para mantener todo

el material almacenado en perfectas condiciones.

Es recomendable que las zonas reservadas a almacén sean de facil acceso y con un
tamano suficiente para que sean comodas y todo el material esté facilmente

localizable.
AREAS DE GESTION

Las areas de gestiébn, o despachos, pueden corresponder con las areas

administrativas tanto del laboratorio como de las consultas.

Dentro del area administrativa se encuentran las areas reservadas para la custodia
de las historias clinicas y toda la documentacion relacionada con los pacientes. Esta
area permanece siempre bajo clave o cerradura para impedir el acceso de personal

no autorizado.
CONSULTAS

Las consultas deben tener un espacio reservado para dar una correcta informacion a

los pacientes en un entorno tranquilo y de absoluta intimidad.

Ademas, las consultas pueden tener un area adyacente dedicada a realizar las
revisiones necesarias, equipadas con un ecografo y una camilla de exploracion

ginecologica.
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En el caso de la unidad proyectada, las consultas utilizadas son las preexistentes en
la clinica de ginecologia ya que el equipamiento necesario es exactamente el

mismo.
QUIROFANO

El area de quiréfano debe cumplir todos los requisitos que se especifican en la

legislacién de cada comunidad auténoma.

Es preferible que el quir6fano sea de uso exclusivo para la URHA aunque en
muchos casos, los quiréfanos son de disposicién del centro médico por lo que se

realizan diversas intervenciones.

Debido a la disponibilidad de quir6fanos en el centro, se decidié que el quiréfano
adyacente al laboratorio, fuera de uso exclusivo para la URHA (Figura 2). De esta
forma se aseguran las condiciones de utilizacién y se limita la circulacion de

personal.

Figura 2. Quiréfano de la URHA.

AREA DE ESTERILIZACION

El area de esterilizacion es un area especifica dedicada al tratamiento de todo el

material reutilizable, empleado durante las intervenciones realizadas en el quiréfano.

En el caso del laboratorio se hace uso de esta area para esterilizar todo el material

previo a su uso, en los casos en los que no viene esterilizado de fabrica.
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DEPARTAMENTO DE ENFERMERIA

El departamento de enfermeria resulta un area fundamental para el funcionamiento
de una URHA, engloban gran cantidad de funciones que son basicas para la
coordinacion de todos los departamentos. Esta formado por personal de enfermeria
y auxiliares cuyas funciones principales son: mantenimiento del quiréfano y las salas
de recuperacion, soporte durante las intervenciones, atencioén al paciente, control de

la medicacion, tareas administrativas, seleccion y seguimiento de donantes.

Un departamento de enfermeria con personal suficiente y bien formado facilita las
funciones de los demas departamentos e incrementa la calidad en la atencion al
paciente ya que mantienen un contacto directo desde que comienza el tratamiento

hasta que finaliza.
DEPARTAMENTO MEDICO

El departamento médico deberia estar formado por al menos dos profesionales con

una formacion especifica en Reproduccion Humana Asistida.

Los profesionales médicos realizan tanto el seguimiento de los tratamientos como

las intervenciones que tienen que realizarse en el quiréfano.

Las areas de trabajo del departamento médico incluyen las consultas y los

quiréfanos.
LABORATORIO
El personal de laboratorio incluye embriélogos clinicos y técnicos de Laboratorio.

El laboratorio de una URHA comprende el Laboratorio de Andrologia, el Laboratorio
de Embriologia y el Area de Crioconservacién. Estas areas pueden estar fisicamente

separadas o compartir el mismo espacio.

En este proyecto se disponen de dos laboratorios separados, el laboratorio de
andrologia y el laboratorio de embriologia. El area de crioconservacion se situa
dentro del laboratorio de embriologia y el area de gestidén esta repartida en dos
despachos y se dispone, ademas, de un aseo exclusivo para la obtencién de

muestras.
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TRATAMIENTOS REALIZADOS EN EL LABORATORIO DE
REPRODUCCION ASISTIDA

Los tratamientos en los que esta implicado el laboratorio de reproduccion asistida

son:

- Inseminacién Artificial (IA): La |A consiste en la capacitacion de una
muestra de semen que después sera depositada en el interior del utero de la
paciente por medio de una fina canula. Es un procedimiento sencillo que no
requiere anestesia (Anexo |. Protocolos de Andrologia). Dependiendo de la
procedencia de la muestra se distinguen dos tipos:

o Inseminacioén Artificial de Cényuge (IAC): cuando la muestra proviene
de la pareja de la paciente.

o Inseminacion Artificial de Donante (IAD): cuando la muestra proviene
de un donante de semen. Los donantes pueden proceder de un banco
propio o externo.

- Fecundaciéon In Vitro convencional (FIV): En la FIV se produce la
obtencidén de los oocitos y de una muestra de semen capacitada. Una vez se
han obtenido los gametos, se pondran en contacto en una placa de cultivo
para que se produzca la fecundacién sin mas intervencion. Posteriormente se
realiza el cultivo de embriones, la seleccion, la transferencia y la congelacion
en el caso de que fuera necesario (Anexo ll. Protocolos de Embriologia).

- Inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl,
Intracytoplasmatic Sperm Injection): La ICSI| es un tipo de fecundacion in
vitro en el que se produce la obtencién de los gametos de la misma forma que
en la FIV. En este caso ademas, se produce una denudacion de los oocitos
retirando todas las células de la granulosa para después ser microinyectados
uno a uno. Durante la microinyeccion se selecciona un espermatozoide y se
introduce en el interior de cada ovulo. Después se sigue el mismo proceso
con el cultivo de embriones, seleccion, transferencia y congelacion de
embriones si fuera necesario (Anexo Il. Protocolos de Embriologia).

- Diagnodstico Genético Preimplantacional (DGP): El objetivo del DGP es
conocer las caracteristicas genéticas de los embriones obtenidos mediante

fecundacion in vitro en los casos en los que esté indicado. Mediante el DGP

9
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se consiguen seleccionar embriones sanos para la transferencia embrionaria.
El DGP se realiza mediante biopsia embrionaria en estadio celular (Dia 3 de
desarrollo) o en estadio de blastocisto (Dia 5-6 de desarrollo). Este analisis
puede realizarse en el mismo laboratorio de reproduccién asistida pero es
bastante comun que sea realizado por un laboratorio externo debido a la
distinta formacion y equipamiento necesario. Actualmente, las técnicas
principales para realizar el DGP son la hibridacién in situ fluorescente (FISH,
Fluorescence In Situ Hybridization) y los microarrays de DNA (Elder, K,
Ribes, J., & Baker, D., 2004).

- Preservacion de la fertilidad: Los tratamientos de preservacion de la
fertilidad tienen como objetivo mantener la posibilidad de conseguir una
gestacion mediante reproduccion asistida pero no en el momento del
tratamiento si no en el futuro. Se realizan cuando la calidad de los gametos
puede verse afectada debido a algun tratamiento médico o cuando por
causas personales la maternidad se ve aplazada con la posible pérdida de
calidad oocitaria debido a la edad. Por ello nos encontramos con dos tipos de
tratamientos muy distintos:

o Congelacion de semen: en el caso de la congelacién de semen el
procedimiento es sencillo. La muestra obtenida mediante masturbacién
sera congelada siguiendo los protocolos actuales (Anexo |. Protocolos
de Andrologia). La cantidad de muestra congelada dependera de la
valoracion del facultativo.

o Congelacidon de oocitos: consiste en un tratamiento de estimulacién
hormonal ovarica con la posterior obtencion de oocitos mediante
puncion ovarica. Los oocitos recuperados seran vitrificados vy

conservados hasta que la paciente desee utilizarlos.

10
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ESTRUCTURA Y PROCEDIMIENTOS DEL LABORATORIO
DE REPRODUCCION ASISTIDA

Dentro de la URHA, el laboratorio constituye uno de los pilares en los que se apoya
el éxito de los tratamientos y debe ser un elemento principal a la hora de disefiar una
unidad. La atencién meticulosa en cada uno de los pasos de un ciclo de
reproduccion asistida, es fundamental para conseguir el resultado esperado, el

nacimiento de un nifio sano.

La gestion y coordinacién del laboratorio, depende de diversos factores: el espacio
fisico disponible, el equipamiento, el sistema de gestion de calidad, el personal y la

interrelacion tanto con los distintos departamentos como dentro del laboratorio.

El laboratorio de reproduccion asistida se subdivide en tres areas que pueden o no,
compartir el mismo espacio fisico: el laboratorio de andrologia, el laboratorio de

embriologia y el area de crioconservacion.

Ademas, existen numerosas tareas de soporte y mantenimiento necesarias para que

cada una de las areas del laboratorio funcione correctamente (ESHRE, 2016).
LABORATORIO DE ANDROLOGIA

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), define que la andrologia es la rama de

la ciencia que trata la salud reproductiva masculina.

El laboratorio de andrologia es el area del laboratorio donde se procesan las
muestras de semen procedentes de los pacientes o donantes. Todos los
procedimientos realizados, tiene que seguir unos protocolos con la finalidad de
obtener la maxima calidad del proceso y asegurar la trazabilidad de las muestras
(Bjorndahl, L., 2010). Los protocolos elaborados durante la realizacion de este

trabajo se encuentran en el Anexo |.
Los procedimientos basicos que se realizan en el laboratorio de andrologia son:

- Analisis de la muestra: Un analisis seminal o seminograma, es el analisis de
una muestra de semen procedente de un paciente o donante. Para ello se
siguen las directrices de la OMS en su manual editado en 2010 (WHO, 2010),
donde se describen los procedimientos (Tabla 2) y los limites inferiores de

11



EL LABORATORIO DE REPRODUCCION ASISTIDA: ORGANIZACION, EQUIPAMIENTO Y PARAMETROS DE CALIDAD

referencia para cada parametro (Tabla 3). Los seminogramas realizados en la
unidad son seminogramas basicos por lo cual se denominan analisis
seminales. Los parametros utilizados en el analisis seminal (Tabla 3), se
describen con detalle en los protocolos del Anexo | (Protocolos de

Andrologia).

ANALISIS BASICO

- Recoleccion y preparacién del espécimen seminal.

- Examen de las caracteristicas macroscopicas.

- Movilidad espermatica.

- Vitalidad espermatica.

- Concentracion de espermatozoides.

- Recuento de otras células presentes en el eyaculado.
- Anticuerpos antiespermatozoides.

- Tincién leucocitaria.

Morfologia espermatica.
METODOS OPCIONALES

- Indices de anomalias espermaticas.

- Tincién inmunocitoquimica de leucocitos.

- Interaccidn entre espermatozoide y moco cervical.
- Marcadores bioquimicos del plasma seminal.

- Analisis espermatico mediante aplicaciones informaticas (CASA).

PRUEBAS DE INVESTIGACION

- Generacion de oxigeno reactivo.

- Pruebas de interaccién espermatozoide-ovocito.

- Pruebas de union a la zona pelucida humana.

- Reaccion acrosémica.

- Prueba de penetracién en ovocitos de hamster denudados.

- Estudio de la cromatina espermatica.

Tabla 2. Resumen de los procedimientos para el examen procesado de las
muestras de semen (WHO, 2010).

Con este analisis se realiza un diagndstico que servira para hacer la
valoracion necesaria por parte del equipo médico. En el momento de realizar
el diagndstico, es importante tener en cuenta que un solo seminograma tiene
una eficiencia diagnostica limitada (sensibilidad y especificidad bajas). Por
ello, en determinados casos sera recomendable obtener mas de uno vy, si
fuera posible, espaciado en el tiempo (Brassesco, M., 2011).

Los seminogramas pueden realizarse de forma manual o utilizando
aplicaciones informaticas como el sistema CASA. En nuestro centro seran

realizados de forma manual en todos los casos.

12
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PRINCIPALES PARAMETROS DIAGNOSTICOS DEL ANALISIS SEMINAL

Parametro Limites inferiores de referencia
OMS 2010

Volumen (ml) 1.5

Concentracién (mill/ml) 15

Numero spz (mill/eyaculado) 39

Motilidad (% spz méviles) 40 (a+b+c)

Movilidad progresiva 32 (a+b)

Morfologia (% spz normales) 4

Vitalidad (% spz vivos) 58

Leucocitos (mill/ml) <1.0

Tabla 3. Limites inferiores de referencia para los principales parametros utilizados
para un analisis seminal. (WHO, 2010).

Capacitacion de las muestras: La capacitacion espermatica es la
preparacion del semen para ser utilizado en las distintas TRA o para la
obtencion del REM (Recuento de espermatozoides moviles), este valor sera
utilizado para la valoracion clinica del tratamiento a seguir.

La capacitacion tiene como objetivo seleccionar los espermatozoides de mejor
movilidad en un medio de cultivo. Puede realizarse mediante Swim Up (Anexo
I. Protocolos de Andrologia) o por gradientes de concentracion (WHO, 2012).
Crioconservacion de muestras de semen: E| objetivo de Ia
crioconservacion de muestras es el mantenimiento de la funcion y viabilidad
de los espermatozoides. Se realiza por diversas razones: cuando la muestra
no puede ser utilizada en fresco o cuando el paciente va a someterse a algun
tratamiento que puede afectar a su funcién reproductiva.

Las muestras de semen son tratadas con un medio crioprotector y
conservadas a -196°C en nitrégeno liquido o vapores de nitrégeno. Todas las
muestras seran procesadas segun el protocolo que se encuentra en el Anexo
| (Plantillas de Andrologia).

Procedimientos adicionales: Se pueden realizar diversos procedimientos
adicionales descritos por la OMS (Tabla 2). Ademas, en los ultimos afos se
han generalizado otros procedimientos diagndsticos, como la fragmentacion
de DNA y otros que se realizan dentro de los ciclos de reproduccién asistida
como las columnas de anexina (MACS, Magnetic Activated Cell Sorting). Los
protocolos para ambos procedimientos se encuentran en el Anexo | (Plantillas

de Andrologia). Otras de las pruebas adicionales que se pueden realizar son:

13
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integridad de membranas, cultivo de semen, marcadores bioquimicos en
plasma seminal y analisis cinético.

La realizacién de unos u otros procedimientos dependera del equipamiento y
de los procedimientos de trabajo de cada unidad.

Preparacion de muestras procedentes de testiculo: en algunas ocasiones
no es posible recuperar espermatozoides del eyaculado y es necesario
obtenerlos por medio de aspiracion de epididimo o biopsia testicular (Anexo |I.
Protocolos de Andrologia).

Preparacion de muestras en pacientes con eyaculacion retrégrada: La
eyaculacion retrégrada es una alteracion de la eyaculacion en la que parte se
redirecciona hacia la vejiga, de manera que se encuentran espermatozoides
en la orina posterior al eyaculado. El procedimiento para la preparacién de
estas muestras incluye una preparacion previa del paciente para la
alcalinizacion de la orina (Anexo |. Protocolos de Andrologia).

LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA

En el laboratorio de embriologia (Fig. 3) se realizan los procesos relacionados con la

obtencién de oocitos, la fecundacion, el cultivo de embriones y la transferencia de
embriones (Gardner, D. K., 2004).

Ademas, se realizan todas las tareas relacionadas con la preparacion del laboratorio

para los distintos procedimientos:

Preparacion del laboratorio: Esta labor puede ser realizada tanto por
embridlogos como por técnicos de laboratorio. Consiste en realizar una serie
de protocolos de preparacidon especificos para cada uno de los
procedimientos a realizar tanto en el laboratorio de andrologia como en el
laboratorio de embriologia (Anexo Il. Protocolos de Embriologia).

Obtencion de oocitos: La obtencion de oocitos se realiza mediante puncion
ovarica, en una intervencién ecoguiada y bajo anestesia.

Para la obtencion de oocitos, se ha realizado previamente una estimulacion
hormonal ovarica. Aproximadamente 36 horas antes de la puncion se

administra una dosis de hCG (Human Chorionic Gonadotropin) para la

14
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maduracion de los oocitos. Si se va a realizar una ICSI| es necesario realizar
la denudacioén de los oocitos (Anexo Il. Protocolos de Embriologia).
Fecundacion: En el caso de una FIV convencional la fecundacion se realiza
en la placa de cultivo donde se han situado los oocitos y los espermatozoides.
En una ICSI, los espermatozoides son introducidos uno a uno en cada oocito.
Tras 16-22 horas se visualiza la fecundacion. La presencia de 2 pronucleos y
2 cuerpos polares nos indican una correcta fecundacion.

Cultivo de embriones: Los cigotos con una fecundacién correcta van a ser
cultivados hasta el dia de la transferencia. Durante esos dias se van a
visualizar los embriones uno a uno (Figura 3) para anotar todas las
caracteristicas morfolégicas relevantes (Alpha Scientists in Reproductive
Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011; ASEBIR,
2015).

Figura 3. Evolucién embrionaria desde el estadio de cigoto hasta el estadio de
blastocisto (Tomado de ASEBIR (2015). Cuadernos de embriologia clinica 32 edicion).

Seleccion de embriones: Una vez se han obtenido todos los datos de cada
embridn se procede a la clasificacion mediante los criterios de ASEBIR mas
recientes, publicados en la tercera edicion de los Cuadernos de Embriologia
Clinica (ASEBIR, 2015). Los embriones viables seran seleccionados para su
transferencia o para su congelacion. La ley espafiola permite un maximo de 3
embriones por transferencia, ademas, no se permite la destruccién de
embriones viables por lo que los embriones sobrantes seran siempre
crioconservados (Ley 14/2006 sobre Técnicas de Reproduccion Humana
Asistida).

15
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- Transferencia de embriones: |la transferencia de embriones es un proceso
sencillo y en la mayoria de los casos indoloro donde se depositan los
embriones dentro del utero de la paciente mediante un catéter guiado por
ecografia (Figura 4). Este procedimiento se puede realizareneldia2,305

de desarrollo.

Figura 4. Transferencia de embriones ecoguiada en dia 3 de desarrollo. (Tomado de

Merck-Serono)

AREA DE CRIOCONSERVACION

Como en el caso de nuestro proyecto, el area de crioconservacion puede estar
integrada dentro del laboratorio de embriologia. La crioconservacion tanto de
gametos como de embriones, son procedimientos fundamentales para las TRA y por
ello se engloban dentro de un area propia.

Actualmente, se impone la vitrificacion como método de congelacion debido a su alta
tasa de supervivencia posdescongelacion. Los protocolos de vitrificacion y

desvitrificacion se describen en el Anexo Il (Protocolos de Embriologia).
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La crioconservacion de embriones se realiza cuando existen embriones sobrantes
procedentes de un ciclo de fecundacion in vitro o cuando por alguna razén médica
no se ha podido realizar la transferencia y se tienen que congelar todos los

embriones.

En el caso de los oocitos se realiza como parte de un tratamiento de preservacion de
la fertilidad, o en el caso de obtener oocitos de donante que no van a ser utilizados

en fresco.

La crioconservaciéon de semen es un proceso mucho mas sencillo, se realiza cuando
por alguna causa la muestra no puede usarse en fresco o para preservar la fertilidad
cuando el paciente va a realizarse algun tratamiento médico que pudiera afectar a su
fertilidad.

SOPORTE Y MANTENIMIENTO

Existen numerosas tareas a realizar, ademas de las propias de laboratorio, que son

vitales para su funcionamiento correcto.

Las tareas de mantenimiento externalizadas corresponden con: limpieza,
mantenimiento general, mantenimiento especifico de equipos, transporte y

mantenimiento informatico.

Como parte del trabajo diario hay muchas tareas de soporte que pueden ser
realizadas por distintos miembros del equipo como son: atencion al paciente,
actualizacion de historias clinicas, registros de mantenimiento, actualizacion
informatizada de registros, realizacion periddica de estadisticas, gestion de
proveedores, solicitudes a proveedores externos y, especialmente importante, los

controles de calidad.
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RECURSOS HUMANOS

PERSONAL

El personal minimo para el funcionamiento del laboratorio es de dos licenciados en
Biologia, Medicina, Farmacia, Quimica, Bioquimica, Veterinaria o graduado en
ciencias biomédicas, especializados en Reproduccion Humana Asistida (ASEBIR,
2008).

Uno de estos profesionales ocupara la posicion de Responsable de Laboratorio y su
formacion incluira un master o doctorado y al menos 6 afios de experiencia en
laboratorios de reproduccion asistida. En caso de no poseer un master o doctorado,
es necesario que el responsable de laboratorio acredite 10 afnos de experiencia. Se
debe, ademas, mantener un registro completo de la formacion y experiencia de todo
el personal del laboratorio (UNE 179007:2013).

Cuando se realiza la documentacion pertinente para la solicitud de puesta en
funcionamiento de la URHA, es necesaria ademas una descripcion detallada del
personal que se va a hacer cargo de cada procedimiento y designar a un

responsable del mismo.

El personal del laboratorio puede estar formado por: administrativos, técnicos de
laboratorio, trainees, embridlogos clinicos y embridlogos senior. Por encima del
embriélogo senior estarian los puestos de direccion. La jerarquia de un laboratorio
depende del tamafo, del numero de ciclos y del personal contratado, pudiendo
existir varios responsables de area o responsables de labores concretas como
controles de calidad o mantenimiento. A medida que el tamano del laboratorio
aumenta es importante organizar las tareas de forma que los embridlogos
encargados de llevar a cabo el trabajo propiamente de laboratorio, manipulando
gametos y embriones, sean liberados de otras tareas para conseguir un nivel de

concentracion maximo (Elder, K., & Dale, B., 2000).

También es necesario tener en cuenta que los frainees y cualquier personal en
practicas en el laboratorio, requiere de una atencion constante por parte de un
personal experimentado. Los periodos de practicas para trainees oscilan entre 10 y

18 meses, por esta razdn hay que considerar la necesidad de tener personal
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suficiente cuando se requiere entrenar a un nuevo miembro del equipo de forma

correcta.

Ademas, como parte de los programas de gestion de calidad es recomendable
disponer de un plan de formacion para nuevas incorporaciones (UNE 179007:2013).

En el caso del laboratorio de embriologia, se deberia ampliar los recursos humanos
cuando sobrepase los 300 ciclos anuales, de forma que haya un embridlogo por
cada 150 ciclos de fecundacion in vitro. En el caso del laboratorio de andrologia, es
recomendable aumentar el personal cuando el numero de muestras procesadas
supera las 800 anuales (UNE 179007:2013).

La formacién de los embridlogos clinicos tiene la particularidad de incluir una
formacion especifica en el trato al paciente. Esta formacion en la mayoria de los
casos, consiste en observar a los profesionales con mayor experiencia, pero es muy
recomendable apoyarse en los documentos elaborados por los grupos de estudio de
psicologia (SEF, 2008; SEF, 2009) que tiene la sociedad espafiola de fertilidad
(SEF). Estos conocimientos son, cada vez mas, imprescindibles para poder

proporcionar un trato de mayor calidad a los pacientes.
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RECURSOS FisSICOS

El espacio fisico disponible y su calidad, suele estar delimitado por las exigencias de
cada situacion, especialmente si la unidad va a integrarse dentro de un complejo
preexistente. Ademas, es necesario diseiar el espacio en base a la cantidad de

ciclos maxima que se espera realizar.

El centro requiere elaborar una documentacion detallada de la infraestructura
disponible en funcién de los servicios que van a ser prestados. Esta documentacion

incluye:

- El espacio de trabajo y a qué servicios van a ser destinados.
- Los equipos e instrumentos.

- Los servicios de apoyo.

- El material fungible con sus requisitos especificos.

- Los sistemas ambientales.

- Los sistemas de bioseguridad.

El espacio de trabajo fue disenado en base al espacio disponible, cumpliendo en

todo lo posible las normas descritas en la UNE 179007:2013.

Debido a la distribucion preexistente, todas las areas relacionadas con el laboratorio

son areas de acceso restringido.

Cuando el personal de laboratorio necesita dar informacion a los pacientes se
utilizan siempre las consultas para garantizar la comodidad y confidencialidad

necesarias.

Las muestras de semen se obtienen en un aseo exclusivo para este fin y asi poder

ofrecer, dentro de lo posible, un espacio intimo para los pacientes.

El area de crioconservacion esta situada dentro del laboratorio de embriologia por no
existir espacio fisico suficiente para tener un area propia. En cualquier caso, las
condiciones de seguridad estan garantizadas debido a que se situa en una zona de
acceso restringido y los contenedores se encuentran bajo llave.

Las paredes, techos y suelos, tanto del laboratorio como del quir6fano, cumplen los
requisitos establecidos en la UNE 179007:2013.
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Materiales de construccion

Las pinturas utilizadas son de tipo acrilico con baja composicion de elementos
volatiles. Ademas, posteriormente a su aplicacién se procede a ventilar el espacio
durante varios dias. La superficie resultante es lisa para facilitar su limpieza.

El material del suelo es de tipo lindleo, sin compuestos organicos volatiles (COVs).
Ademas, los adhesivos utilizados para su montaje, contienen baja concentracién de
COVs. Ademas, las uniones de las paredes con el suelo son contornos redondeados

para facilitar su limpieza.

Las superficies de los mesados donde van a situarse los equipos son de acero

inoxidable.
lluminacioén

La iluminacion la aportan tubos fluorescentes de intensidad regulable.
Adicionalmente se coloca una mampara sellada para minimizar las longitudes de

onda infrarroja y ultravioleta.
Energia eléctrica

Es necesario que los equipos criticos como los incubadores donde se cultivan los
embriones y los sistemas de micromanipulacion, tengan un flujo constante de
energia eléctrica incluso en caso de corte del suministro. Esto se consigue por
medio de sistemas de generadores tipo SAl (Sistema de Alimentacion
Ininterrumpida) que proporcionan energia eléctrica durante al menos 24 horas a todo

el centro en caso de corte de luz.

Un detalle importante durante la construccién del espacio es la situacion de los
enchufes. Debido a la gran cantidad de elementos que necesitan estar conectados a
la red, es muy recomendable disenar correctamente la disponibilidad de enchufes

suficientes.

Por el mismo motivo, es necesario comprobar que el suministro de electricidad tiene

una potencia adecuada a los equipos necesarios para el laboratorio.
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Calidad del aire

El aire de un laboratorio de reproduccion asistida debe tener unos estandares de
calidad muy elevados, equivalentes a grado A. El medio externo puede tener una
calidad equivalente a grado D (directivas europeas 2004/23/EC y 2006/86/EC).
Estos procesos pueden verse afectados por numerosos contaminantes y sustancias

embriotdxicas.

Los compuestos volatiles organicos (COVs) son moléculas organicas embriotdxicas
(aldehidos, formaldehidos, compuestos aromaticos...) que estan presentes en el
medio ambiente y especialmente en plasticos y gases. Estos tienden a acumularse
en el interior del laboratorio produciendo un efecto embriotéxico (Morbeck D.E.,
2015).

Para cumplir con estas directivas y con las indicaciones de la UNE 179007:2013, se

incluyen los siguientes filtros en la linea de aire impulsado:

- Prefiltros (particulas 210 micras).
- Filtros finos (1-10 micras).
- Filtros HEPA que retienen al menos el 99,97% de las particulas 20.3 micras.

- Filtro de carbon activo y permanganato potasico

Estos filtros nos proporcionan una calidad de aire correspondiente con la

clasificacion ISO 5 para la zona del laboratorio de embriologia.

La renovaciéon del filtro de carbdn activo y permanganato potasico es semestral,
mientras que el del resto de los filtros es anual. Este mantenimiento se realiza por

parte de la empresa encargada de la instalacién y la climatizacion.

La impulsién de aire se produce con una presion positiva respecto a areas
circundantes produciendo una renovacion del aire de al menos 15veces/hora

siguiendo las recomendaciones de la UNE 179007:2013.

La climatizacidon del aire esta controlada para que se mantenga una temperatura
constante de entre 23-25°C para el funcionamiento correcto tanto de los procesos
como de los equipos. El sistema de climatizacion es independiente de otras salas y

recoge solo aire proveniente del laboratorio para evitar contaminaciones cruzadas.
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EQUIPAMIENTO

¢ Incubador trigas G210 Invicell para cultivo de embriones. Este incubador trigas
proporciona una presion controlada de oxigeno al 5% que nos permite un cultivo

optimo de los embriones (Figura 5).

Figura 5. Incubador trigas G210 Invicell

¢ Incubador de trabajo de CO2 Labotech C-60 para la preparacion del material

necesario.

e Microscopio invertido Eclipse TiS con camara de video y monitor (Figura 6).

Figura 6. Microscopio invertido Eclipse TiS y elementos de micromanipulacién.
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¢ Elementos de micromanipulacion integrados en el microscopio (Figura 6).

e Estacion de trabajo L-126DUAL con campana de flujo laminar que incluye dos

esteromicroscopios y superficie calefactada (Figura 7).

Figura 7. Estacion de trabajo L-126DUAL.

e Tres recipientes criogénicos para el almacén de embriones, oocitos y muestras

de semen.

¢ Dos recipientes criobiolégicos para nitrégeno liquido con toda la infraestructura

necesaria para su disponibilidad diaria.
e Microscopio de contraste de fases Leica DM750.
¢ 3 Bloques de aluminio.
e Centrifuga Eppendorf 5702,230V/50-60hz.
e Camara Makler para recuento de espermatozoides.
e Contador de células hematopoyéticas.
e Pipetas automaticas 0.5-10pl (x2), 20-200pl (x2), 100-1000ul (x2).
e Bafio térmico con control de temperatura.
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e Sellador térmico de pajuelas para la congelacién de semen.

e Frigorifico con congelador para el uso exclusivo del laboratorio.

e Equipos de monitorizacion y control de parametros ambientales.

e Sistema generador de energia eléctrica SAI.

e Sonda de control de temperatura para medicion de equipos criticos.

e Estacion de gases situada fuera del laboratorio de embriologia para suministro de

los incubadores. Esta estacion contiene:
> 2 botellas de CO2 para mantener el suministro de CO2 ininterrumpido.

> 1 botella de N2 que proporciona suministro al incubador trigas.

MATERIAL FUNGIBLE

El material fungible seleccionado cumple todos los requisitos necesarios para su
utilizacion en TRA. Siempre que hay disponibilidad es conveniente seleccionar
material que sea no so6lo adecuado para el cultivo celular sino que ademas haya sido
testado para embriones (embriotestado).

El material fungible puede ir modificandose a lo largo del tiempo debido al amplio

numero de casas comerciales que proporcionan estos productos.

Los seleccionados inicialmente se mencionan a continuacion:

Agujas para puncion ovarica Labotech ref. 14119.
- Catéter rigido 23 cm ref. 1816NST.

- Catéter de ensayo 23 cm ref. TT1816N.

- Catéter ecogénico 23 cm ref. CE123.

- Catéteres de inseminacion artificial ref. 4219.

- Tubos falcon 15 mL ref. 2095.
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Tubos falcon 50 mL ref. 2070.

Placa Petri 100 mm ref. 1029.

Placa Petri 35 mm NUNC embriotestada.

Placas de doble pocillo ref. 3653.

Placas de 4 pocillos NUNC ref. 144444

Pajuelas de congelacion de muestras de semen ref. 014650.
Pipeta Pasteur vidrio 9” ref. PP-9-90.

Pipeta Pasteur vidrio 5,75” ref. PP-5.75.

Envase estéril para la recogida de semen: presentado en bolsas individuales.
Pipetas Pasteur de plastico en envase individual.

Tiras medidores de pH de rango 6.0-10.0.

Laminas portaobjetos.

Laminas cubreobjetos 22x22mm.

Capilares Stripper de 135 uM ref. 7-72-2135/5.

Capilares Stripper de 200 uM ref. 7-72-2200/5.

Pipeta de Microinyeccion ref. LISR (TIP-30).

Pipeta de Holding ref. LHS.

Pajuelas de vitrificaciéon KITAZATO.
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MEDIOS

Los medios de cultivo tienden a modificarse menos a pesar de que también existen
diversas opciones. La utilizacion de unos u otros medios de cultivo depende de
distintos aspectos, principalmente influenciados por la experiencia previa o por las

experiencias de companeros consultados.

Los factores a tener en cuenta cuando se selecciona un medio de cultivo son: el
marcado CE, el procedimiento a seguir de los proveedores, la fiabilidad de los plazos
de entrega, los plazos respecto a la fecha de caducidad con los que los proveedores
nos entregan los medios, las condiciones controladas del transporte, la
disponibilidad de envios durante los periodos vacacionales, los ensayos a los que
han sido sometidos, la informacién disponible sobre su composicién, el control de

calidad al que ha sido sometido y los test de endotoxinas.

Dentro de que todos los medios disponibles tienen una alta calidad, la valoracion de
la eficacia de unos frente a otros, resulta muy complicada cuando no se dispone de
un numero elevado de ciclos por lo que es conveniente estar actualizados en lo

publicado en la literatura y las experiencias de otros comparieros.
Los medios utilizados inicialmente fueron los siguientes:

- OVOIL. Vitrolife ref.10029.

- GAMETE. Vitrolife.

- IVF — PLUS. Vitrolife ref. 10136.

- PVP ICSI. Vitrolife ref. 10111.

- HYASE 10x. Vitrolife ref. 10017.

- ASP Vitrolife ref. 10100.

- CONTINUOUS SINGLE CULTURE. Irvine Scientific ref.90164.
- Halosperm DNA fragmentation kit ref. HT-HS10.

- MACS GMP Annexin V kit ref. 170-076-126.

- Medio de vitrificacion cooling ref. 122840012.
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- Medio de vitrificacion warming ref. 122950022.

- Medio de congelacién de muestras de semen ref. ET-H155 Sperm Cryoprotec |l

Nidacon.

PRODUCTOS DE LIMPIEZA

Los productos de limpieza utilizados deberan ser productos exclusivamente
fabricados para laboratorios de reproduccion asistida para asi poder tener la
seguridad de que ninguno de ellos esta afectando negativamente a los procesos
realizados en el laboratorio. Los productos seleccionados fueron:

- Oosafe Laboratory Surface Disinfectant 2It.
- Oosafe CO, Incubators and Laminar Flow Hoods Disinfectant 1It.

- Oosafe Hands Disinfectant with pump. 500ml.
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CALIDAD EN EL ENTORNO DE UNA URHA

La OMS define la calidad en la atencion sanitaria como la ejecucion apropiada de
intervenciones de probada seguridad, que son econdmicamente accesibles a la

poblacién en cuestion y que pueden producir un impacto positivo.

Debido a que los sistemas de calidad provienen del entorno industrial se identifica al

paciente como usuario o cliente de las TRA.

Dentro de un sistema de gestién de calidad, es de gran importancia el desarrollo de
los procesos. Un proceso es el conjunto de actividades mutuamente relacionadas
que transforman elementos de entrada en resultados. Lo que para un proceso es su
producto o resultado, otro proceso lo toma como recurso propio para convertirlo en
un nuevo resultado. Transforma elementos de entrada en elementos de salida. En

una URHA un proceso se incluye dentro de una de estas areas:

- Analisis: evaluacion de parametros seminales, calidad oocitaria y calidad de
los embriones.

- Procesamiento de células y tejidos: manipulacion y procesamiento de
gametos y embriones para su utilizacion en las diferentes técnicas de RHA.

- Crioconservaciéon: Congelacidon de semen, oocitos y embriones para su

futura utilizacion en técnicas de RHA.

Cada proceso esta compuesto por procedimientos operativos que pueden
corresponder con actividades técnicas con 3 fases (técnica, pretécnica y

postécnica), actividades de soporte (estructura) y de resultados (ASEBIR, 2016).

El conjunto de todos los procesos se denomina sistema, y dentro de un laboratorio
de reproduccién asistida el sistema seria un ciclo de TRA.

Un procedimiento es una forma especifica de llevar a cabo un proceso, es decir,
define la secuencia de pasos para ejecutar una tarea.

La elaboracién de la norma UNE 179007: “Sistemas de gestion de calidad para
Laboratorios de Reproduccién Asistida” surge para describir los requisitos
especificos necesarios en un laboratorio de reproduccion asistida ampliando los

requisitos de la Norma ISO 9001.
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Hay dos aspectos importantes de la calidad que es conveniente definir:

- Gestion de calidad: Cooperacion sistematica de toda la organizacion en
interés de la calidad del servicio para beneficio de todos los involucrados. Es
una cuestion interna de cada organizacion.

- Garantia de calidad: Evaluacion externa basada en acuerdos. Conjunto de
actividades que se llevan a cabo para fijar normas, vigilar y mejorar el
desempefio de tal manera que la atencion prestada sea lo mas eficaz y
segura posible, repercutiendo al igual que la Gestién de Calidad en el servicio
prestado (ASEBIR 2016).

La garantia de la calidad tiene tres componentes basicos:

- Disefio de calidad: planear y desarrollar el proceso.

- Control de calidad: Seguimiento, supervision y evaluacion para asegurar que
todo el personal y unidades implicadas alcancen los estandares necesarios
para ofrecer una buena calidad.

- Mejora de la calidad: Incremento de la calidad, resolucion continua de

problemas y mejora de procesos.

Dentro de una URHA es fundamental tanto la gestion de la calidad como la garantia
de calidad porque nos va a permitir alcanzar la maxima calidad posible en los
tratamientos realizados y en la satisfaccion tanto de los pacientes, como del
personal de la unidad. Ademas, debido a la mejora continua podemos garantizar que

en cada etapa de la unidad se mantiene el nivel de calidad adecuado.

La elaboracion de protocolos en términos de procedimientos es fundamental para
que la coordinacién de la unidad sea oOptima. Para ello, primero es necesario
planificar todo un sistema de garantia de calidad (Figura 8), fijar las normas y los
objetivos, comunicar esas normas y comprobar que todo el personal esté de acuerdo

con ellas.

Una vez elaborado e implantado es necesario realizar un seguimiento o vigilancia en
forma de recoleccion de datos que nos permita comprobar que se estan cumpliendo
las normas establecidas. Esto se consigue definiendo indicadores de calidad que

sean medibles para cada proceso.
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> Paso 1 : Planificacién

Paso 2 : Fijacion de normas <

Paso 3 : Comunicacion de normas <

Paso 4 : Vigilancia <«

Paso 5 : Identificacién de problemas
y oportunidades de mejora

Paso 6 : Definicion del problema
Paso 7 : Seleccion del equipo
Paso 8 : Analisis y estudio del problema

Paso 9 : Eleccion y elaboracion de la solucién

— Paso 10 : Ejecucion de la solucién —

Figura 8. Pasos a seguir para elaborar un sistema de Garantia de Calidad.

Un indicador de calidad es un instrumento de medida, cuantitativo o cualitativo, que
refleja la cantidad de calidad que posee un proceso cualquiera. Los indicadores
deben ser: relevantes, concretos, objetivos, validos, sensibles, especificos y
eficientes. (ASEBIR, 2016).

Las especificaciones de calidad corresponden con los estandares de calidad u
objetivos de calidad, y reflejan el nivel deseado de cumplimiento para cada
indicador. El objetivo de las especificaciones de calidad es asegurar que todos los
métodos, equipos y servicios funcionan adecuadamente. Asi, seleccionando los
indicadores correctos podremos valorar con exactitud el nivel de calidad en el que se

encuentra nuestro laboratorio.

Los indicadores de calidad se pueden evaluar de distintas maneras, en el caso de
las TRA pueden evaluarse en base al estado del arte o en base a las

recomendaciones publicadas por grupos de profesionales.

Los indicadores seleccionados en nuestro caso son los marcados por las directrices
recientemente publicadas por ASEBIR en el cuaderno de Indicadores de calidad del

laboratorio de embriologia: definicién y especificaciones (Anexo VII).
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GESTION DE DATOS

La gestion de los datos conlleva unas normas de obligado cumplimiento por parte de

todo el personal de la unidad:

- Garantia de confidencialidad cumpliendo la normativa vigente: la
confidencialidad de los datos debe ser una prioridad maxima en todo
momento y debe ser tenida en cuenta en el momento de disenar todos los
documentos de registro y toma de datos.

- Trazabilidad de los datos: Los protocolos de trabajo facilitan enormemente la
trazabilidad de los datos. En los protocolos se determina claramente quién
debe recoger la informacién, dénde debe recogerla y de qué forma realizarlo.

- La identificacion y validacion de los datos es uno de los puntos principales de
todo procedimiento. Esta descrito con detalle en los protocolos de trabajo con
la finalidad de que en ningun momento quede una muestra sin identificar y
que no se produzcan errores en la identificacion, actualmente el método para
evitar los errores son los puntos de control continuos a lo largo de todo el
sistema. En el caso de los donantes se utiliza un sistema de codificacidon
unico descrito en los protocolos clinicos.

- Los datos referentes al mantenimiento (medios de cultivo, mediciones
ambientales y de equipos, control de calidad...etc. Deben ser almacenados
durante al menos dos afios. En nuestro caso ademas del registro manual
existe un registro informatico de forma que se mantiene en el tiempo y no son
destruidos.

- Los datos referentes a donantes deben ser almacenados durante un minimo
de 30 anos para cubrir todas las posibles complicaciones que pudieran
aparecer a lo largo del tiempo.

- Los datos de la unidad desde la apertura, asi como los resultados seran
compartidos para el registro nacional realizado por la Sociedad Espaiola de

Fertilidad cuando sean requeridos.
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ETICA E INVESTIGACION

El aspecto ético de la practica clinica es importante tanto en la practica diaria como
en los casos en los que se realicen proyectos de investigacion. Existen guias de
consulta disponibles como el Cédigo Etico de la Sociedad Espafiola de Fertilidad
(SEF, 2012) o el Manual de buena practica clinica en reproducciéon asistida (SEF,
2016)

La unidad tiene un comité ético compuesto por parte de los profesionales que
trabajan en la unidad asi como un comité cientifico formado por profesionales

externos para el asesoramiento en caso de que fuera necesario.

La funcion del comité ético es asegurar que se cumplen los codigos deontoldgicos

de las sociedades cientificas y colegios profesionales.
SEGURIDAD Y RIESGOS LABORALES

Todos los procesos del laboratorio son realizados en condiciones asépticas para
garantizar tanto la seguridad de los pacientes como del personal que realiza los
procedimientos (Mortimer, D., & Mortimer, S. T., 2005).

Existe un manual de normas de seguridad en el laboratorio, estas normas son de

obligado cumplimiento y contiene los siguientes puntos fundamentales:

- Uso de ropa y calzado especifico para el trabajo en el interior del laboratorio
que incluye pijama, zuecos, mascarilla y gorro. Ademas, para acceder al
laboratorio de embriologia es necesario realizar un cambio adicional de

zuecos. Fuera del laboratorio es necesario llevar bata.

- Hay que realizar un lavado exhaustivo de manos al entrar y salir del
laboratorio como minimo. Ademas, se realizaran los lavados de manos

pertinentes especificados en los protocolos de trabajo.

- Todas las limpiezas han de realizarse con guantes estériles quirurgicos para

asegurar la maxima asepsia.

- No se permite el uso de cosméticos, ni perfumes. Tampoco se pueden usar

productos de higiene personal que contengan olores fuertes.
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- No se permite almacenar ningun tipo de comida, bebida o medicamentos en

el interior del laboratorio.

- Todo el material biologico se manipula como si se tratara de material
infeccioso aunque los pacientes tengan las serologias actualizadas. Ademas

es conveniente que el personal sea vacunado de la Hepatitis B.

- Todo el material utilizado debe ser estéril, ya haya sido esterilizado de fabrica
o en el centro. Inmediatamente después de su uso el material sera desechado

utilizando los contenedores correspondientes.

- El uso de jeringuillas debe realizarse con extrema precaucién, y nunca volver
a colocar la tapa de la aguja. Las jeringas y agujas utilizadas se desechan

inmediatamente en los contenedores correspondientes.

- Las muestras se manejan de forma individual. Nunca se tiene sobre la mesa
de trabajo mas de un paciente. De esta forma minimizamos la posibilidad de

errores.

- Extremar la precaucion en la manipulacion de nitrégeno liquido utilizando
todos los elementos disponibles para ello. En caso de un derrame de
nitrogeno abandonar la sala inmediatamente ya que el nitrégeno puede

desplazar el oxigeno y provocar un desmayo.

- En caso de cualquier emergencia mantener la calma, seguir las instrucciones

recibidas y avisar lo antes posible al responsable de laboratorio.
LEGISLACION

La legislacion espafiola se fundamenta en la Ley 14/2006 sobre Técnicas de
Reproduccion Humana Asistida.

Esta ley, enmarcada en el ambito europeo, tiene unas caracteristicas particulares

que facilitan el trabajo de las clinicas de reproduccion asistida espanolas:

- Se define por primera vez el concepto de preembrién, entendido por tal al
embrién in vitro constituido por el grupo de células resultantes de la division

progresiva del ovocito desde que es fecundado hasta 14 dias mas tarde.
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- Se crea el Registro de donantes de gametos y preembriones con fines de
reproduccion humana, y el Registro de actividad de los centros de
reproduccion asistida. Ambos todavia sin implantar.

- Se autoriza la transferencia de un maximo de 3 embriones.

- Garantiza la confidencialidad en la donacién de gametos y embriones.

- Se limita el numero de hijos nacidos por donante a 6.

- Toda mujer mayor de 18 afos puede someterse a un tratamiento de
reproduccion asistida independientemente de su estado civil y orientacion
sexual.

- Los preembriones sobrantes deben ser congelados, pero se les asigna cuatro
destinos.

a) Su utilizacion por la propia mujer o su conyuge.

b) La donacion con fines reproductivos.

¢) La donacién con fines de investigacion.

d) El cese de su conservaciéon sin otra utilizacion. En el caso de los
preembriones y los ovocitos crioconservados, esta ultima opcion solo sera
aplicable una vez finalizado el plazo maximo de conservacion establecido en
esta Ley sin que se haya optado por alguno de los destinos mencionados en
los apartados anteriores.

- Se permite la investigacion con gametos y embriones humanos en

condiciones muy especificas.

Como parte de sociedades cientificas como ASEBIR, disponemos de una
consultoria legal para casos que puedan presentar alguna duda o complejidad

Ademas, existen trabajos como el elaborado por SEF y ASEBIR (Recomendaciones
para la aplicacion del RD 1301/2006, 2012), que pueden servir como documentos de

consulta para la aplicacién correcta de la legislacion.
DOCUMENTOS DE LA LEGISLACION ESPANOLA

Ley 14/2006, de 26 de mayo, sobre Técnicas de Reproduccién Humana Asistida.

Ley 41/2002, de 14 de noviembre, Basica Reguladora de la Autonomia del Paciente

y de Derechos y Obligaciones en Materia de Informacion y Documentacion Clinica.

Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién Biomédica.
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Real Decreto 906/2007, de 6 de julio, por el que se modifica el Real Decreto
415/1997, de 21 de marzo, por el que se crea la Comision Nacional de Reproduccion

Humana Asistida.

Real Decreto 1301/2006, de 10 de noviembre por el que se establecen las normas
de calidad y seguridad para la donacion, la obtencién, la evaluacion, el
procesamiento, la preservacion, el almacenamiento y la distribucion de células y
tejidos humanos y se aprueban las normas de coordinacion y funcionamiento para

su uso en humanos. BOE.

Real Decreto 2132/2004, de 29 de octubre, por el que se establecen los requisitos y
procedimientos para solicitar el desarrollo de proyectos de investigacion con células

troncales obtenidas de preembriones sobrantes.

Real Decreto 1277/2003, de 10 de octubre, por el que se establecen las bases

generales sobre autorizacion de centros, servicios y establecimientos sanitarios.

Real Decreto 412/1996, de 1 de marzo, por el que se establecen los Protocolos de

Estudio Donantes de Gametos y Usuarios de Técnicas de Reproduccion Asistida.

DOCUMENTOS DE LA LEGISLACION EUROPEA

DIRECTIVE 2004/23/EC OF THE EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE
COUNCIL of 31 March 2004 on setting standards of quality and safety for the
donation, procurement, testing, processing, preservation, storage and distribution of

human tissues and cells

COMMISSION DIRECTIVE 2006/17/EC of 8 February 2006 implementing Directive
2004/23/EC of the European Parliament and of the Council as regards certain
technical requirements for the donation, procurement and testing of human tissues

and cells.

COMMISSION DIRECTIVE 2006/86/EC of 24 October 2006 implementing Directive
2004/23/EC of the European Parliament and of the Council as regards traceability
requirements, notification of serious adverse reactions and events and certain
technical requirements for the coding, processing, preservation, storage and

distribution of human tissues and cells
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COMENTARIOS Y CONCLUSIONES

El montaje de un laboratorio de reproduccion asistida resulta una tarea compleja que
abarca a la vez muchos aspectos interconectados.

Existen diversos manuales en los que apoyarse para lograr el buen desarrollo de un
proyecto pero cuando es necesario adaptar todos los requerimientos a un espacio
concreto, con un presupuesto concreto y en un tiempo determinado el desarrollo del

proyecto se complica.

El tiempo nunca deberia ser un factor limitante ya que cualquier error cometido
durante la planificacién por falta de tiempo, puede llevarnos finalmente a tener que
detener el proyecto para subsanar ese error gastando mas tiempo y mas recursos

de los necesarios.

Las limitaciones de espacio si pueden llegar a ser determinantes pero es
conveniente fijar los puntos del proyecto que no pueden ser alterados, ya que
modificarian la calidad de la asistencia, de los que podemos quiza modificar sin que
el resultado se vea alterado, como por ejemplo la comodidad en el almacén o en los

despachos.

Uno de esos puntos fundamentales son las condiciones ambientales, un buen
disefio de partida nos evita tener que realizar modificaciones y obras posteriores que

paralizan por completo la actividad.

Otro de los puntos fundamentales es la seleccion del equipamiento. La fiabilidad de
los equipos con los que trabajamos a diario es una parte muy importante del
desarrollo de los procesos. Ademas, es necesario seleccionar los equipos en base al

numero de ciclos que se preveé realizar.

La aplicacién de normas como la UNE 179007:2013, especifica para los laboratorios
de reproduccién asistida, aumentan la calidad asistencial de forma exponencial y

son una referencia fundamental a la hora de realizar un nuevo proyecto.

La realizacién de un proyecto dentro de un sistema de mejora continua, es la Unica
forma de asegurar la mejor calidad asistencial para nuestros pacientes y el mejor

entorno de trabajo para el personal.
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Como proyectos futuros se encuentran la implementacién del equipamiento con un
incubador con camara y sistema de Time-Lapse, que nos proporcione una mayor
informacion sobre la evolucion de los embriones, y la realizacion de proyectos de

investigacion.

Es resefable el trabajo de las sociedades cientificas tanto espafiolas como SEF
(Sociedad Espanola de Fertilidad) y ASEBIR (Asociacion para el Estudio de la
Biologia de la Reproduccion), como europeas: ESHRE (European Society of Human
Reproduction and Embryology) y ALPHA Scientist in Reproductive Medicine. Estas
sociedades realizan un amplisimo trabajo de estudio y publicaciones que repercuten

en beneficio de todos los profesionales dedicados a la reproduccion asistida.

Este trabajo ha sido realizado utilizando como base las referencias bibliograficas
presentadas y la experiencia profesional, pero sin duda las recomendaciones y
consejos prestados por los embridlogos pertenecientes a otros centros, ha sido

fundamental para el éxito del proyecto y de los resultados.
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SEMINOGRAMA

La realizacion de un seminograma puede ir asociado o no a la utilizacidon de la muestra
para una técnica de reproduccién asistida (TRA). Tanto para diagndstico, como para su
utilizacion en otras técnicas se realizara un analisis de los parametros principales de un
seminograma por lo que el estudio realizado pasara a denominarse: Analisis seminal
para TRA.

1. Preparacién previa:
Las muestras necesitan ser procesadas en un medio de cultivo atemperado, por lo
que en el protocolo de preparacion de laboratorio se incluye un tubo de medio IVF
que se pondra en el incubador de trabajo el dia anterior a la preparacién del

seminograma.

2. Recogida:
Antes de proceder a la obtencion de la muestra el paciente debe leer y rellenar la
hoja de recogida que se incluye en el Anexo lll (Plantillas del Laboratorio de
Andrologia). Después de obtener la muestra debe completar todas las preguntas del
cuestionario.
El bote de recogida de muestra sera entregado junto con una pegatina en la que el
paciente debe anotar su nombre completo y la fecha.
Posteriormente deberd comprobarse que el nombre es claramente legible, que ha
contestado el cuestionario por completo y que esta firmado.
Cuando el paciente obtiene la muestra fuera del centro es necesario que
previamente haya recibido tanto la hoja de recogida donde estan las instrucciones de
recogida, como el bote con la pegatina. La hoja debe ser revisada para comprobar
que esté perfectamente cumplimentada una vez se recibe la muestra.
La muestra seminal se obtiene por masturbacién y sera siempre recogida en un bote
estéril de dimensiones adecuadas para facilitar la obtencién.
Una vez obtenida la muestra el personal encargado de recogerla hara las
comprobaciones necesarias y dejara la muestra en el bano térmico del laboratorio de

andrologia junto con la hoja de recogida.

3. Evaluacion de la muestra:

El envase esta situado sobre un bafio térmico que se encuentra a una temperatura
de 37° hasta la preparacién. Una vez anotados los datos necesarios, la hoja de

recogida sera archivada en el registro correspondiente.
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La muestra se prepara lo antes posible una vez se ha producido la licuefaccion, un

minimo de 15 minutos después de la recogida y nunca por encima de una hora.

Se pasa la muestra completa a un tubo Falcon de 15ml previamente rotulado con el
nombre completo, fecha y procedimiento a realizar y se realiza primero la
evaluacion inicial macroscopica y posteriormente la evaluacion inicial microscopica

anotando todos los valores en la hoja correspondiente:
Evaluacion inicial macroscopica:

- Licuefaccion: el grado de licuefaccién se analiza mediante observacion visual
y se anota como completa o incompleta. Pueden encontrarse grumos, hilos de
moco y masas gelatinosas que pueden dificultar el andlisis. Se considera
anormal una muestra que no se ha licuado pasados 60 minutos, en ese caso
se puede intentar diluir la muestra o pasarla por una aguja con un calibre 18-
19.

- Viscosidad: Determinacion visual. Se considera una viscosidad anormal
cuando al dejar caer la muestra gota a gota con una pipeta pasteur aparece
un filamento de mas de 2cm. La viscosidad elevada puede afectar la
determinacién de todos los factores a estudiar en la muestra por lo que las
muestras seran tratadas de la misma forma que en el caso de las muestran no
licuadas.

- pH: para determinar el pH se utilizan tiras reactivas de pH 6.0-10. Hay que
comprobar la tira antes de 30 segundos.

El limite inferior de referencia es 7,2

- Apariencia: Se observa visualmente. La apariencia de una muestra normal es:
homogénea y gris opalescente. Se pueden encontrar distintos colores que
podrian ser sintomaticos de alguna patologia y por tanto deben ser anotados:

o Traslucido: podria indicar una baja concentracion de
espermatozoides.

o Marrén pardo: presencia de sangrado en el tracto genital en las horas
o dias previos.

o Rojizo: presencia de hematies que indican un sangrado en el
momento de la obtencién de la muestra.

o Amarillento: puede ser indicativo de ictericia, presencia de ciertas
vitaminas o una elevada abstinencia (altos niveles de flavonoides
oxidados procedentes de las vesiculas seminales).

- Volumen: Se mide con una pipeta pasteur de plastico.
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Evaluacion inicial microscépica:

- La evaluacion microscopica se realiza en un microscopio de contraste de
fases anotando todos los datos en la hoja correspondiente.
- Antes de empezar es necesario homogeneizar bien la muestra para su
correcta visualizacion.
- Primero se realiza una observacion a 100x para evaluar la presencia de:
o Agregaciones: adherencia de espermatozoides méviles o inmdviles a
células no espermaticas o detritos sin significancia clinica. No son

especificas.

o Aglutinaciones:  espermatozoides mdviles unidos a otros
espermatozoides méviles. Si son especificas por lo que podrian tener
significancia clinica. Se anotara en caso de que sea elevada (>50 spz
unidos) o muy elevada (todos los spz aglutinados).

o Células no espermaticas: su identificacion puede tener relevancia

clinica por lo que es necesario anotar la presencia de estas células

cuando resulta significativa. Se dividen en:
= Células epiteliales
= Células redondas: células germinales inmaduras y leucocitos.

- VITALIDAD: Se determina mediante tinciéon con eosina en una preparacion
seminal en un portaobjetos con 5ul de eosina preparada para la tincion y 5pl
de muestra, mezclando y tapando con el cubreobjetos.

El limite inferior de referencia para la vitalidad es del 58%.

- CONCENTRACION: Posteriormente se pone una gota de 10ul muestra en
una camara Makler para medir la concentracién mediante el conteo de al
menos dos filas de la cuadricula situada en el centro de la camara. El nimero
de espermatozoides de wuna fila corresponde con los millones de

espermatozoides de la muestra por mililitro:
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El limite inferior de referencia para la concentraciéon es de 15 mill/ml

MOVILIDAD: En primer lugar se hace una preparacién de la muestra de
semen en un portaobjetos colocando una gota de 10ul y un cubreobjetos de
22x22 a 400 aumentos (objetivo de 40x).
La movilidad se determina con un contador de células hematopoyéticas
contando entre 100 y 200 espermatozoides en varios campos de la muestra.
Siguiendo el Manual de la OMS 2010 se anotan los datos de movilidad
diferenciando entre:
o Espermatozoides inmoviles (IM): Espermatozoides que no se mueven
o Espermatozoides con movilidad progresiva (PR): Espermatozoides
que se desplazan. Engloba a los espermatozoides de movilidad A+B
de los anteriores manuales de la OMS.
o Espermatozoides  con movilidad no  progresiva (NPR):

Espermatozoides que se mueven pero no avanzan.

El limite inferior de referencia para la movilidad total se sitia en el 40%

y para la movilidad progresiva es un 32%

MORFOLOGIA: La morfologia también se observa a 400 aumentos (objetivo
de 40x), contando un numero entre 100 y 200 espermatozoides vy
determinando el porcentaje de espermatozoides sin alteraciones encontrados

con un contador de células hematopoyéticas.

El limite inferior de referencia para la morfologia es del 4%
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PRINCIPALES PARAMETROS DIAGNOSTICOS DEL SEMINOGRAMA ‘

Parametro Limites inferiores de referencia
OMS 2010

Volumen (ml) 1.5

Concentracion (mill/ml) 15

Numero spz (mill/eyaculado) 39

Motilidad (% spz moviles) 40 (atb+c)

Movilidad progresiva 32 (at+b)

Morfologia (% spz normales) 4

Vitalidad (% spz vivos) 58

Leucocitos (mill/ml) <1.0

4. Diagnéstico:

a. Aspermia: ausencia de semen. Valorar la posibilidad de eyaculacion
retrograda.

b. Astenozoospermia: porcentaje de espermatozoides moviles progresivos por
debajo del limite de referencia.

c. Azoospermia: No aparece ningun espermatozoide en el eyaculado ni en la
muestra procesada y resuspendida. Puede ser de dos tipos: secretora o
excretora. En cualquiera de los casos la indicacién es realizar una biopsia de
testiculo. En los casos en los que el volumen seminal es muy bajo hay que
valorar la posibilidad de que exista una eyaculacion retrograda.

d. Criptozoospermia: No se observan espermatozoides en el eyaculado pero si
en la muestra resuspendida por lo que la concentracion de espermatozoides
es muy baja.

e. Hemospermia: presencia de eritrocitos en el eyaculado.

f. Leucospermia: presencia de leucocitos en el eyaculado por encima del valor
umbral.

g. Necrozoospermia: Bajo porcentaje de espermatozoides vivos y alto
porcentaje de espermatozoides inmoviles en el eyaculado.

h. Normozoospermia: numero total de espermatozoides (o0 concentracién),
porcentaje de espermatozoides moviles y espermatozoides con morfologia
normal igual o por encima del limite inferior de referencia.

i. Oligozoospermia: numero total de espermatozoides (o concentracién) por
debajo del limite de referencia.

j- Teratozoospermia: porcentaje de espermatozoides morfolégicamente

normales por debajo del limite de referencia.
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También podemos encontrar distintas combinaciones dependiendo de la

patologia observada:

o Astenoteratozoospermia
o Oligoastenozoospermia
o Oligoteratozoospermia

o Oligoastenoteratozoospermia

Capacitacion espermatica y REM (recuento de espermatozoides méviles):

La capacitacién espermatica es la preparacién del semen para ser utilizado en las

distintas TRA. Tiene como objetivo seleccionar los espermatozoides de mejor

movilidad en un medio de cultivo. Puede realizarse mediante Swin Up (Anexo |.

Protocolos de Andrologia) como por gradientes de concentracion (WHO, 2012).

El REM es el recuento de espermatozoides moviles que se realiza sobre la muestra

capacitada.

Procedimiento:

a.

Poner 1 ml de muestra en un tubo Falcon previamente rotulado para realizar el
analisis. En muestras frescas se diluye con medio IVF en una proporcién 1:1, y
en muestras congeladas se diluye en una proporcion 2:1 (IVF:Muestra) para
eliminar con mayor seguridad la presencia del crioprotector.

Se mezcla todo en el tubo Falcon con una pipeta pasteur de plastico
comprobando que la muestra queda completamente homogeneizada.
Centrifugar la muestra 10 minutos a 1.200 rpm.

Retirar el sobrenadante con una pipeta pasteur de cristal.

Se anade una cantidad determinada de medio IVF dejandolo caer por la pared
del tubo cuidadosamente. El volumen de medio que se afade varia en funcién
del objetivo de la capacitacion:

- Valoracién del REM para seminograma e inseminacion artificial: Se
afiade 350 ul de IVF.

- Fecundacion in vitro (FIV) o microinyeccion espermatica (ICSl): Se anade
una cantidad variable entre 150ul y 350ul dependiendo de la concentracion de
la muestra en fresco.

Se deja la muestra durante un tiempo minimo de 15 minutos a temperatura
ambiente sobre el bafio térmico para que los espermatozoides moéviles puedan
migrar hacia la fase de medio IVF.

Después del periodo de incubaciéon se recoge el sobrenadante, donde se
sitian los espermatozoides moviles, que se visualiza como una fase
intermedia de color blanquecino cuando hay bastante concentraciéon. En caso
de no visualizarse una nube de espermatozoides se recoge la fase mas

cercana al pellet. Es importante que en este proceso el pellet quede intacto
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para que los espermatozoides inmodviles no se mezclen con los
espermatozoides de buena movilidad.
Este medio con espermatozoides moéviles se deposita en un tubo de 5ml
previamente rotulado con los mismos datos anotados en el tubo Falcon donde
se situa la muestra.
Se prepara la camara Makler con una gota de esta muestra recuperada
para determinar la concentracion de espermatozoides con buena movilidad.
Se determina el valor del REM que se puede dar de dos formas:

a. Concentracién del REM (mill/ml) = Movilidad x concentracion de

espermatozoides (mill/ml)

b. REM (millones): REM (mill/ml) x volumen de la muestra (ml)
Se anotan los datos del REM en los formularios indicados para cada caso.
En caso de que la muestra vaya a ser utilizada en alguna TRA se mantiene a
temperatura ambiente sobre el bafio térmico hasta que sea utilizada.
Al finalizar la valoracion del seminograma + REM debemos anotar
los resultados obtenidos en la Hoja de analisis seminal y en la historia clinica

del paciente.

6. Registros

a.

Documento “Hoja de recogida de muestra”: Se archiva en la carpeta que se
encuentra en el drea de gestion.

Documento “Hoja de analisis seminal para TRA”: Se anotan todos los datos
del analisis y se archiva en la carpeta “Seminograma” que se encuentra en el
area de gestion.

Historia clinica informatizada: Se anotan los datos en su historia clinica.

7. Anexos

Anexo |. Protocolos de Andrologia.

Anexo lll.

Plantillas del Laboratorio de Andrologia.
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CONGELACION DE SEMEN

1. Preparacion del material:

1.

Antes de la preparacion de la muestra es necesario atemperar el crioprotector al
menos durante 30 minutos en la cabina a temperatura ambiente.

La muestra se recoge segun el mismo procedimiento utilizado para los
seminogramas.

Si el objetivo de la congelacién es preservar la fertilidad se congelaran minimo 3
pajuelas. Sila muestra congelada sera utilizada en el ciclo en curso se congelaran
1 6 2 pajuelas para utilizar en el ciclo préximo en funcion de la calidad seminal.
Ademas de las pajuelas para congelar, se utilizara una pajuela extra para realizar
la prueba de descongelacion.

Antes de comenzar con la congelacion, las pajuelas deben ser convenientemente

rotuladas con el nombre completo del paciente y la fecha.

2. Procesado de la muestra:

1.

Realizar un analisis de la muestra en fresco y anotar en la hoja de congelacion de
muestra seminal los datos del paciente, la fecha de la congelacién y las
caracteristicas de la muestra (volumen, concentracion, vitalidad, morfologia...).
Poner el volumen de semen necesario en un tubo Falcon de 15 ml y diluirlo con
el crioprotector en una proporcion 3:1.

Homogeneizar la dilucién antes de cargar las pajuelas.

Para cargar las pajuelas se utiliza una jeringa y una aguja de insulina. Se introduce
la aguja por el extremo cerrado de la pajuela y una vez enganchada la jeringa se
introduce el otro extremo de la pajuela en la muestra. Se absorbe la mayor
cantidad de muestra posible dejando siempre un margen de aire de
aproximadamente 2cm en el extremo inferior para que el semen no se desborde
al expandirse por el frio.

Las pajuelas cargadas se guardan a en la nevera 4°C durante 30 min.

Después se depositan en vapores de nitrégeno liquido durante otros 30 min.
Posteriormente se introducen en nitrogeno liquido y se guardan en su ubicacién
final.

Los datos del analisis seminal ademas de ser anotados en la hoja de
congelacion, se apuntan en la base de datos informatizada (Sara).

La ubicacion en donde se han guardado las pajuelas se apunta junto con el
diagndstico y el niumero de pajuelas en la hoja Excel de semen congelado, en la

hoja de congelacion en papel y en la base de datos.

3. Prueba de descongelacion:
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1. Se descongela la pajuela cargada para realizar la prueba de descongelacién
como se describe en el Anexo | (Protocolos de Andrologia).
2. En caso de mala supervivencia espermatica se comunicara al meédico

correspondiente para informar al paciente.

4. Registros:
1. Documento “Hoja de congelacion de muestra seminal”: Se archiva en la carpeta
“Semen congelado” que esta en el area de gestion.
2. Documento Excel “Semen Congelado”: Se anota en el Excel que se encuentra
en: carpeta Laboratorio de andrologia/ Registros/Congelacion de semen.
3. Historia clinica informatizada: Se anota la congelacién, la calidad de la muestra
y la prueba de descongelacion
5. Anexos
Anexo |. Protocolos de Andrologia.

Anexo lll. Plantillas del Laboratorio de Andrologia.
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BIOPSIA TESTICULAR

Preparacion del material el dia previo:

Preparar medio tamponado G-MOPS en 3 tubos llenos y 3 jeringas de 1ml. llenas hasta
la mitad, por si se precisa realizar biopsia de epididimo. Este medio se conserva en el
frigorifico toda la noche. El dia siguiente, antes de la biopsia se atempera en la estufa a
37°C.

Dia de la biopsia:

Biopsia de epididimo

* Cuando el urélogo lo solicite, se le entrega una jeringa en el quiréfano.

* Esperar a que realice la biopsia y devuelva la jeringa con el medio.

e Depositar el medio de la jeringa en una placa de 35mm previamente
atemperada.

e Expandir el medio por toda la superficie para poder observar mejor en el
microscopio invertido, pero cuidar de que no se seque.

e Si se observan espermatozoides, avisar inmediatamente al urdlogo para

finalizar la biopsia.
* Pasar el medio con espermatozoides de la placa a un tubo falcon de 15mL.

e Este tubo se traslada a andrologia y se realiza una centrifugacion suave a

400rpm durante 4 min para eliminar los eritrocitos de la muestra.
* Serecoge el sobrenadante y se descarta el pellet.

* El sobrenadante se lava y capacita siguiendo el protocolo de capacitacion

espermatica

Biopsia de testiculo:

e En el momento del TESE el G-MOPS se vierte en placas de 35mm, en una
cantidad suficiente para poder triturar el tejido sin que se seque pero sin poner medio
en exceso para no diluir la muestra.

e Triturar la muestra con agujas de bisturi hasta que se forme una masa lo mas
homogénea posible.

e Observar bajo microscopio si hay espermatozoides

e Si se encuentran espermatozoides, avisar inmediatamente al urdlogo para
finalizar la biopsia.

e Pasar el medio con espermatozoides de la placa a un tubo Falcon de 15mi

convenientemente rotulado.

11
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e Este tubo se traslada al laboratorrio de andrologia y se realiza una
centrifugacion suave a 400rpm durante 4 min para eliminar los eritrocitos de la
muestra.

* Serecoge el sobrenadante y se descarta el pellet.

e El sobrenadante se lava y capacita siguiendo el protocolo de capacitacion

espermatica.

Estas muestras pueden ser congeladas siguiendo el protocolo de congelacién de

muestras de semen o pueden ser utilizadas en fresco para la ICSI.

Si no se encuentran espermatozoides moéviles, se puede preparar una muestra afiadiendo

pentoxifilina 1:1.

Los datos obtenidos de la muestra se anotan en la hoja de ciclo o en la de congelacion de
muestras de semen (dependiendo del caso). Posteriormente los datos se pasan a la

historia clinica en la base de datos informatizada.

3. Registros
a. Documento “Hoja de congelacion” (Anexo lll): Se archiva en la carpeta “Semen
congelado” que se encuentra en el area de gestion.
b. Documento “Hoja de ciclo” (Anexo IV): Al finalizar el ciclo es archivada en la
carpeta de Ciclos (cada carpeta con su afio correspondiente) que se encuentra en
el area de gestion.
c. Historia clinica informatizada: Se anota el resultado del procedimiento en la

historia clinica en el lugar correspondiente.

4. Anexos
Anexo |. Protocolos de Andrologia.
Anexo lll. Plantillas del Laboratorio de Andrologia.

Anexo IV. Plantillas del Laboratorio de Embriologia.
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PREPARACION DE MUESTRAS DE PACIENTES CON

1. Procedimiento

EYACULACION RETROGRADA

a. Alcalizacion de la muestra de orina: En los pacientes diagnosticados de

eyaculacioén retrograda, los espermatozoides no se encuentran en el eyaculado

si no en la orina. Para garantizar la viabilidad de los espermatozoides presentes

en la orina es necesario alcalinizar la muestra de orina del paciente. Para ello

es necesario que el paciente tome bicarbonato sdédico segun indique el

urélogo.

b. Procesado de la muestra:

Vi.
Vii.

viii.

Xi.

Xii.

2. Registros

Se obtiene una primera muestra por eyaculacion en un bote estéril
convenientemente rotulado y después es necesario recoger una muestra
de orina en otro bote estéril rotulado.

Se valora el pH de la muestra de orina con tiras medidores de pH de
rango 7,2-8. Solo si la muestra estd dentro del rango, las dosis
ingeridas por el paciente fueron las adecuadas.

Medir el volumen de la muestra de orina utilizando una pipeta graduada.
Distribuir la muestra de orina en tubos Falcon de 15ml de fondo cénico.
Centrifugar 5 minutos a 2.400 rpm

Desechar el sobrenadante de cada tubo por decantacion.

Resuspender el pellet de cada tubo en 0,5ml de medio IVF

Agrupar el pellet resuspendido en uno o dos tubos Falcon de 15ml,
utilizando una pipeta pasteur de plastico.

Centrifugar de nuevo la muestra 5 min a 2.400rpm

Desechar el sobrenadante por decantacion.

Resuspender el pellet en 0,5ml de medio IVF.

Realizar el analisis habitual del semen segun lo descrito en el

protocolo para seminogramas.

a. Documento “Hoja de ciclo™: Al finalizar el ciclo es archivada en la carpeta de Ciclos

(cada carpeta con su ano correspondiente) que se encuentra en el area de gestion.

b. Historia clinica informatizada: Se hace una anotacion con las caracteristicas de la

muestra y el resulted del proceso.

3. Anexos

Anexo lll. Plantillas de Andrologia

Anexo IV. Plantillas de Embriologia
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FRAGMENTACION DE ADN

Método basado en la tecnologia SCD (Sperm Chromatin Dispersion). Los
espermatozoides frescos o descongelados se introducen en un gel de agarosa inerte en
placas pretratadas. Un tratamiento inicial con acido desnaturaliza el ADN en aquellos
espermatozoides con el ADN fragmentado. A continuacion la solucion de lisis elimina la
mayoria de proteinas nucleares, lo que provoca en las cadenas de ADN intactas unos
halos grandes de ADN marcado. Por el contrario, los espermatozoides con el ADN

fragmentado no muestran este halo o es muy pequenio.
Contenidodelkit (contiene lo necesario para 10 determinaciones)

SCS: 10 portaobjetos pretratados con agarosa.
ACS: 10 tubos eppendorf conteniendo agarosa de bajo punto de fusion.
AD: 1 tubo con solucién de acido desnaturalizante. 1ml.

LS: Un bote de solucion de lisis. 100 ml.

1. Procedimiento
1) Mantener la solucién de lisis (LS) a temperatura ambiente (22°C)

2) Atemperar un bote de plastico estéril (el utilizado normalmente para muestras de
semen) con agua a 37°C en el incubador del laboratorio de andrologia. Introducir

una bandeja metalica en la nevera.

3) Diluir la muestra de semen en medio de cultivo/ diluyente de semen (IVF)/ PBS

hasta alcanzar una concentracion de 5 x108-1x 107 spz/mL.

4) Introducir un eppendorf de agarosa (ACS) en un corcho flotante (corcho rosa con
forma de espermatozoide) en un tubo nuevo de plastico estéril con agua. El bote
con el eppendorf lo introducimos en el microondas durante un minuto (o hasta que

el agua comience su ebullicion).

5) Transferir el eppendorf de agarosa con el corcho flotante, al bote con agua

previamente atemperado en el incubador de andrologia e incubar durante 5 min.
6) Afadir 25uL de muestra de semen al eppendorf de agarosa licuado.

Homogeneizar la muestra. Depositar un volumen de 14 a 20 pL de la mezcla
obtenida sobre un portaobjetos pretratado de agarosa (SCS), depositar un
cubreojetos de 18x18mm sobre la muestra depositada evitando la formacion de

burbujas.

14
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7) A partir de este momento, manejar el portaobjetos, siempre, en posicidon horizontal,

para evitar derrames.

8) Depositar el portaobjetos sobre una superficie fria (bandeja metalica previamente
introducida en la nevera), y mantenerlo en la nevera durante 5 min. para

conseguir la gelificacion de la agarosa.

9) Mientras, preparar la solucion desnaturalizante (AD). Preparar la cabina para
realizar los “bafios” con 6 recipientes de incubacién. Para ello, mezclar 80 uL de
solucion AD con 10 mL de agua destilada. Verter la mezcla sobre el primer

recipiente de incubacién.

10) Sacar el portaobejtos de la nevera y retirar el cubreojetos con cuidado,
evitando que la muestra gelificada se rompa. Es mejor retirarlo tirando de una
esquina del cubre hacia fuera. A partir de este momento, usar guantes y manejar

el portaobjetos horizontalmente con ayuda de pinzas.

11) Incubar el portabjetos con la solucién AD preparada en el paso 9) durante 7

min.

12) Después, verter 10 mL de la solucion de lisis atemperada en el siguiente

recipiente de incubacién. Incubar el portaobjetos durante 25 min.

13) Incubar en un tercer recipiente, con un minimo de 10 mL de agua destilada (o
hasta que cubra el recipiente de incubacién) para lavar la solucién de lisis durante

5 min.

14) Finalmente, deshidratar la muestra incubandola durante 2 min en etanol al 70%
(4°recipiente de incubacion), etanol al 90% (5°recipiente de incubacion) y

etanol al 100% (6°recipiente de incubacién) sucesivamente.
15) Dejar secar la preparacion a temperatura ambiente.

16) Después de secar las preparaciones, pueden guardarse en cajas de

portaobjetos durante meses.

17) Tincién “Diff.Quik”: Incubar la preparacion en la solucion de eosina de color rojo
durante 6 min. Posteriormente, incubar la preparacion en la solucién de Azur B de
color azul durante 6 min. Los soportes de incubacion son 2 cajas de portaobjetos,

una para cada color.

2. Clasificacion de los espermatozoides segun su aspecto:

15
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* Espermatozoides sin ADN fragmentado: El espermatozoide presenta un halo
grande o de tamafio medio a lo largo de su cabeza.
* Espermatozoides con ADN fragmentado: El espermatozoide presenta un halo

pequefio o inexistente, el color de la cabeza es de un morado mas intenso.

Imagen de un campo de una muestra, preparada para
efectuar la lectura automatizada de la diferenciacion de la
fragmentacion espermatica (espermatozoides con el ADN
fragmentado y espermatozoides con el ADN intacto)

T9s T OY
e o 3

$ % o

o

Los datos y resultados de la muestra se anotan en la hoja informe de fragmentacién y

posteriormente los datos se pasan a la historia clinica en la base de datos informatica.

3. Registros
a. Documento “Hoja de informe de fragmentacién”: Se rellena y se guarda en la
carpeta de “Fragmentacion” que se encuentra en el area de gestion.
b. Historia clinica informatizada: Se apunta el resultado de la fragmentacién y la

recomendacion en el caso que sea necesario.
4. Anexos

Anexo |. Protocolos de Andrologia.

Anexo lll. Plantillas del laboratorio de Andrologia.
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MACS

1. Pasos previos:
Previamente se debe informar al laboratorio de que se va a realizar un MACS para
reservar una columna. El dia anterior tenemos que preparar un tubo con medio IVF

(protocolo de preparacion del laboratorio).

2. Recogida y entrega de la muestra seminal: Se realiza siguiendo el protocolo de

Seminograma.

3. Preparacion de la muestra seminal:
a. REM (recuperacion de espermatozoides moviles): Se realiza un
seminograma + Swim up como esta descrito en el protocolo de

seminogramas.

b. MACS: EIl kit contiene lo necesario para 6 determinaciones: 6 botes con
0,15ml anticuerpo (Anexin-V kit reagent), 6 botes con10 mL Binding Buffer y

6 columnas.

Ademéas de estos fungibles, también se utilizan un iman y un soporte magnético. Todos los

procesos del procedimiento se deben realizar en condiciones de esterilidad.

4. Procedimiento:

a. Sacar el anticuerpo de la nevera para que esté a temperatura ambiente.

b. El volumen obtenido de la REM se pone en un tubo de fondo redondo de 5ml.

c. Si tenemos una concentracibn muy alta (mas 107 a 108) podemos diluir
utilizando el Binding Buffer o IVF.

d. Ala REM se le afiaden 100 pl de anticuerpo.

e. Anadir Binding Buffer hasta un volumen final de 500 pl.

f. Mezclar e incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

g. Colocar la columna MS en el iman fijo en el soporte metalico. Poner un tubo
debajo de la columna.

h. Lavar la columna con 1000 uL de Binding Buffer, descartar el buffer.

i. Poner un nuevo tubo (previamente rotulado) debajo de la columna. Depositar la
muestra en la columna. Recolectar el medio que fluye por la parte inferior de la
columna en el tubo. Esta sera la muestra de células purificadas, que se utilizara para
las técnicas de FIV.

j. Lavar la columna con 500 uL de Binding Buffer y recoger el flujo. Esta muestra

también es de células purificadas y se puede juntar con la primera fraccion.
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Todos los datos de la muestra se anotan en la hoja de ciclo y posteriormente los datos se

pasan a la historia clinica en la base de datos informatica (Sara).

5. Registros
* Documento “Hoja de recogida de muestras”: Se archivan en la carpeta “Muestras
de semen” que se encuentra en el area de gestion.
* Documento “Hoja de ciclo”: Al finalizar el ciclo es archivada en la carpeta de Ciclos
(cada carpeta con su ano correspondiente) que se encuentra en el area de gestion.

¢ Historia clinica informatizada: Se anotan los datos en su historia clinica.

6. Anexos
Anexo |. Protocolos de Andrologia.

Anexo lll. Plantillas del laboratorio de Andrologia.
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PREPARACION DE LABORATORIO

1. DESARROLLO
Antes de preparar el Laboratorio

= Se completa una hoja resumen del dia préoximo con los pacientes y procesos que se van a
realizar en el Laboratorio de Embriologia.

= Asegurarse de que la cabina de flujo laminar del laboratorio de embriologia tiene, al
menos, uno de sus puestos sin calefactar.

= Rotular todas las placas/tubos que se vayan a utilizar en el laboratorio. En las placas de
cultivo dibujar una flecha en direccion de las agujas del relo;j.

= Poner pegatinas de colores con los nombres de las pacientes (un color por cada dia;

desvitrificados en azul). Evitar poner punciones del mismo dia en un mismo incubador.

Preparacion del Laboratorio

Cuando se va a abrir un nuevo medio, se comprueba su fecha de caducidad y se rotula en la
tapa la fecha en la que se abre. También se registra el niumero de lote en la hoja de registro de

cambios de medio del laboratorio.
Puncién
Dia previo a la puncién (Dia -1)
Tubos

¢ 1 tubo Falcon de 50ml con D-PBS suplementado con penicilina/streptomicina afiadiendo
500ul del stock. Incubar a 37°C y 6% de COs..

¢ 1 tubo de fondo redondo de 14ml con 6ml de medio ASP que se guarda en el incubador
de trabajo.

* 1 tubo de fondo redondo de 14ml con 3ml de medio IVF/paciente que se guarda en el
incubador de trabajo.

¢ 1 tubo Falcon de 50ml de aceite mineral OVOIL (6ml/paciente). Este tubo se guarda en

el incubador de trabajo.

Placas

Por cada puncién que se vaya a realizar preparar:
* Placa Falcon de doble pocillo con 3ml de IVF en el pocillo central y 4ml en el anillo

exterior.
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Placa Petri de 35mm con una microgota de 125ul de IVF, recubrir completamente la
microgota con OVOIL.

Placa Petri de 35mm con microgotas de 25ul de medio de cultivo Unico. La primera
microgota empieza en la flecha. Poner en el centro dos microgotas de 50ul de G1 para

lavar los embriones. Recubrir completamente de OVOIL.

Por cada transferencia de embriones preparar:

Placa Nunc de 4 pocillos, rellenar los pocillos 1y 2 con 900ul de medio de cultivo unico,

la piscina central se rellena con 800pl de medio sobrante

Cabina de flujo: Programar la campana una hora antes de la hora de la puncion.

Dia de la puncion (Dia 0)

Placas

Por cada paciente preparar:

Placa Petri de 35mm con microgotas de 25ul de medio de cultivo Unico. La primera
microgota empieza en la flecha. Hacer tantas microgotas como oocitos se hayan
microinyectado. Si se tienen mas de 10 oocitos hacer 2 placas (rotular que son 2). Poner

en el centro de la placa dos microgotas de 50ul de medio Unico para lavar los embriones.

Placa Petri de 35mm con microgotas de 25ul de G2. La primera microgota empieza donde
la flecha. Hacer tantas microgotas como embriones viables se tengan en la placa de G1.
Si se tienen mas de 10 oocitos hacer 2 placas (rotular que son 2). Poner en el centro de la

placa dos microgotas de 50ul de G2 para lavar los embriones

Desvitrificacion de oocitos

Placas

Por cada desvitrificacion (DV) de oocitos, el dia anterior se preparan:

Placa Petri de 35mm con 4 microgotas de 75ul de medio IVF recubiertas completamente
con OVOIL.

Placa Petri de 35mm con microgotas de 25ul de medio de cultivo Unico. La primera
microgota empieza en la flecha (una microgota por oocito DV). Poner en el centro de la

placa dos microgotas de 50ul de G1 para lavar los oocitos.

Desvitrificacion de embriones

Placas
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Por cada DV de embriones en estadio cleavage (dia +2,+3), el dia anterior preparar:

* Placa Petri de 35mm con microgotas de 25ul de medio de cultivo Unico. La primera
microgota empieza en la flecha (una microgota por embridon DV). Poner en el centro de la

placa dos microgotas de 50ul de medio de cultivo Unico para lavar los embriones.

El dia de la DV pasar los embriones a la placa de microgotas y dejar evolucionar los embriones
hasta el dia siguiente que se transfieren, por ello el dia de la DV se prepara la placa de

transferencia (placa Nunc de 4 pocillos).

Por cada DV de embriones en estadio de moérula o blastocisto (dia +4,+5,+6), el dia anterior

preparar:

* Placa Nunc de 4 pocillos, rellenar los pocillos 1y 2 con 800ul de medio de cultivo unico, la

piscina central se rellenan con 800ul de medio sobrante.

Todas las placas se guardan en el incubador. Cada una bien rotulada y en el lugar

correspondiente a su paciente
Preparacion del Laboratorio para DGP (diagnéstico genético preimplantacional)
Tubos

* Preparar 1 tubo Falcon de 50ml de aceite mineral OVOIL (6ml por cada embridon a

biopsiar). Este tubo se guarda en la estufa de embriologia.

Placas

* Preparar 1 placa Nunc de 4 pocillos por cada 2 embriones a biopsiar. Poner en los pocillos
1y 2 una microgota de 25ul de medio de cultivo unico y recubrir con OVOIL. Rotular los

pocillos 1 y 2 tanto en la tapa como en la parte interna.

Preparacion del Laboratorio para Biopsia Testicular.

e Se deberan preparar 2 tubos extra de MOPS+ con 12mL.

2. REGISTROS

= Hoja de registro de cambio de medios (Anexo lll. Plantillas Andrologia).
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PUNCION OVARICA

1. DESARROLLO
Preparacion previa a la puncién:

a. Realizar las mediciones diarias de equipos y anotarlas en el lugar correspondiente (Anexo
VI. Hojas de Registro de Mantenimiento).

b. Meter los tubos de MOPS+ preparados el dia anterior en la estufa.

c. Colocar placas Petri de 100mm y una placa de 35mm en el lado caliente de la campana.

Se prepara una pipeta Pasteur corta para la recogida de oocitos.

d. Una vez comenzada la puncion se entregan los tubos de MOPS al quirofano procurando
que no se pierda temperatura. Para ello se utiliza un calientatubos, una placa calefactada

0 ambas cosas.
e. Sellena la placa Petri de 35mm con medio tamponado.

f.  Elliquido folicular aspirado en la puncion se recibe en el laboratorio en tubos o en jeringas
y se vierte en las placas de 100mm procurando llenarlas sélo hasta la mitad para facilitar

la visualizacion.

g. En la lupa situada en la campana, se visualizan todas las placas siguiendo primero un
movimiento circular para ver bien los bordes y después un movimiento en zig-zag para
recorrer toda la placa. Los oocitos encontrados se recogen con la pipeta Pasteur y se

situan en la placa de 35mm con medio tamponado.

h. Cuando termina la puncién, se cuenta el numero de oocitos recuperados y se pasan a la
placa de doble pocillo situada en el incubador. Primero se realiza un lavado en el anillo

exterior y después se situan en el pocillo central de la placa.
i. Los oocitos se dejan de 1 a 3 horas previas a la denudacion.

j- Por ultimo se anota el numero de oocitos obtenidos en la hoja resumen del dia, que se

encuentra en la parte superior de la cabina de flujo.

2. REGISTROS

Hoja de Registro de Mantenimiento (Anexo IV. Hojas de Registro de Mantenimiento): se
encuentra en el laboratorio de Embriologia. Posteriormente los datos seran almacenados en

el Excel correspondiente.
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PROTOCOLO DE DENUDACION DE OOCITOS

1. DESARROLLO
Preparacion de la denudacion

= Alas 2 horas de la puncion se realiza la denudacion de oocitos. Sacar media hora antes la
hialuronidasa (HYASE 10X™ - Vitrolife) que se encuentra en la nevera y dejarla en la zona
no calefactada de la cabina de flujo laminar para que se atempere.

= Coger una pipeta Pasteur de vidrio corta y una pipeta Pasteur de vidrio estirada,

enganchar ambas a un chupete.
= Coger un capilar de 135um y ponerlo en la Stripper o en la SweMed.
= Coger una placa de 100mm y ponerla en la parte calefactada de la cabina de flujo.
= Coger un tubo de 5ml de fondo redondo. Mezclar 900yl de GAMETE y 100ul de HYASE.

= Poner 250ul de la dilucidon en la placa Petri de 100mm sacada previamente. También
poner varias gotas de 100ul de GAMETE.

Denudacion de oocitos.

= Sacar la placa de doble pocillo de IVF del incubador y llevarla a la lupa calefactada.
= Coger la pipeta Pasteur corta y pasar los oocitos a la gota de la dilucion de HYASE (no
mas de 15 segundos en esa gota). Aspirar y expulsar los oocitos varias veces para ir

degradando el complejo corona-cumulo-oocito (CCCO).

= Pasar a una gota limpia de MOPS donde se comenzara a denudar mecanicamente con la

pipeta Pasteur estirada y con el capilar de 135um.

= |dentificar los oocitos maduros (MIl) y pasarlos a la placa Petri de 35mm con una
microgota de 125ul de medio IVF recubierta con aceite mineral OVOIL, que se encuentra

en el incubador.

= Anotar en la hoja resumen del dia, que se encuentra en la parte superior de la cabina de

flujo, el nUmero de oocitos maduros obtenidos.

= Anotar en la tabla Resumen Ciclos Laboratorio, el niUmero de oocitos maduros de cada

paciente.

2. REGISTROS

a. Hoja resumen del dia: Se encuentra en la parte superior de la cabina de flujo.
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PROTOCOLO DE FECUNDACION IN VITRO (FIV)

1. DESARROLLO
a) Inseminacion de los oocitos.
= Coger 300ul de la REM que se le hizo a la muestra de semen.

= Calcular cuantos millones se tienen en 0,3ml (300ul), ya que los millones obtenidos al
analizar la muestra al microscopio son en 1ml:

Millones obtenidos en la REM Iml

X=1? 0,3ml (REM)

I—P Millones que tengo en mi muestra

= Como la concentracion optima para la FIV es de 50.000 spz/ml y el pocillo de IVF tiene
3mil:

X=? 3o0ul Volumen de muestra

/V seminal para inseminar
0,150 millones

| > Como la placa de doble pocillo tiene el pocillo central

con 3ml necesimatos 150.000 spz (50.000spz x 3ml)

= Cuatro horas después de la puncién realizar la inseminacién de los oocitos con el volumen

que se haya obtenido al hacer los calculos.
b) Pelado de oocitos.

= Después de 16-18 horas de la inseminacidon, se denudan (utilizando los capilares
comerciales y la Stripper) e identifican los cigotos en el anillo central, luego los pasamos a

la placa de microgotas de G1 (lavar en las gotas centrales).
=  Se procede a la comprobacién de la fecundacién en el micromanipulador.
= Anotar en la hoja de ciclos de la paciente y en la tabla Resumen Ciclos Laboratorio, el
numero de oocitos fecundados.
2. REGISTROS

Documento “Hoja de ciclo” (Anexo IV. Plantillas del Laboratorio de Embriologia): Al finalizar el ciclo

es archivada en la carpeta de Ciclos que se encuentra en el area de gestion.
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ANEXO Il PROTOCOLOS DE EMBRIOLOGIA

PROTOCOLO DE MICROINYECCION

INTRACITOPLASMATICA DE ESPERMATOZOIDES (ICSI)

DESARROLLO

Montaje de las agujas de microinyeccion:

Encender el micromanipulador, los motores de los microinyectores y el controlador de la
temperatura de la placa térmica.
Centrar los brazos de los micromanipuladores de tal forma que luego tengamos espacio

para movernos en cualquier direccion.

Antes de colocar las pipetas hay que asegurarse de que el sistema de inyeccion tiene

suficiente aceite y estan purgados.
Abrir la proteccion de las pipetas.

Quitar la pipeta usada (desenroscando el lapiz) y soltar un poco de aceite para comprobar
que no hay burbujas en el sistema. Sacar con cuidado la pipeta e introducirla en el lapiz

con cuidado de no formar burbujas.

Proceder a la colocacién de la holding o pipeta de sujecién (que es un sistema de aire y

por tanto no se necesita purgar).

Colocar el objetivo a 5x, enfocar las pipetas, rectificar su posicién en caso de que no
estén correctamente orientadas. Una vez tenemos ambas pipetas centradas, seguir

ajustando con los objetivos 10x, 20x y 40x.

Subir las pipetas para poder luego colocar la placa de ICSI faciimente.

Preparacion de la placa de microinyeccion:

Media hora antes de microinyectar sacar el PVP de la nevera y dejarlo en la zona no
calefactada de la campana para que se atempere.
Coger una placa Petri de 50x9mm y dibujar un ojal con un rotulador. Trabajar en la parte

no calefactada de la cabina de flujo laminar para que no se sequen las microgotas.

Dentro del ojal poner 3 microgotas de 6pl de PVP en fila. En las 2 gotas inferiores poner
muestra seminal en funcion de la concentracion obtenida (importante comprobar

nombres).
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= A los laterales del ojal poner tantas microgotas de 6ul de medio tamponado GAMETE

como oocitos haya que microinyectar.

= Cubrir las microgotas completamente con OVOIL previamente atemperado en la estufa a

37°C. Pasar la placa a la zona calefac
= tada ya que vamos a manipular gametos.
= Enlatapa de la placa poner una gota de medio tamponado MOPS.

= Sacar la placa Petri de 35mm con la microgota de 125ul de IVF en la que previamente
dejamos los oocitos maduros (Mll). Lavar los oocitos en la gota de MOPS y luego pasarlos

a la placa de ICSI.

Microinyeccion:

= Comprobar que el microinyector esta limpio (no tiene polvo ni restos de medio de cultivo
de su uso previo) y en caso de necesitar limpiarlo se utilizara una gasa estéril y agua
destilada. La limpieza siempre se hara con la pletina fria.

= Llevar la placa de ICSI de la cabina de flujo laminar al microinyector.
= Enfocar el borde de la primera gota de PVP y bajar la pipeta de ICSI hasta enfocarla.
= Aspirar PVP aproximadamente hasta el codo. Comprobar que la pipeta no aspira ni sopla.

= Disminuir el aumento del objetivo y subir ligeramente la ICSI para ir a la gota de PVP +

espermatozoides (spz).
= Enfocar el borde de la gota, y poner el objetivo de 40x.

= Seleccionar el espermatozoide mévil y con mejor morfologia, inmovilizarlo con un golpe

seco de la pipeta de ICSI.
= Aspirar el spz por la cola.

= Disminuir el aumento del objetivo y subir ligeramente la ICSI para ir a la gota de MOPS

donde tenemos el oocito.

= Enfocar el borde de la gota, y poner el objetivo de 20x para enfocar el oocito y orientar el

corpusculo polar (CP) entrelas 6 y las 7.
= Sujetar el oocito con la holding.
= Cambiar al objetivo de 40x y enfocar el oocito y la pipeta de ICSI.

= Colocar la pipeta de ICSI en el mismo plano del oocito y posicionarla junto a la zona

pelucida (ZP). Situar el spz en la punta de la pipeta.
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= Microinyectar.
= Soltar el oocito de la holding.
= Hacer este procedimiento con todos los oocitos.

= Pasar los embriones a la placa de microgotas de G1 de uno en uno y en el orden en el que

se microinyectaron.

= Anotar el numero de MIl que se microinyectaron en la hoja de ciclo que ya tendra los datos
de la paciente y del seminograma de su pareja (o donante). También pondra el nombre de

la donante de dvulos si no es ciclo propio.

2. REGISTROS

Documento “Hoja de Ciclo” (Anexo IV. Plantillas del Laboratorio de Embriologia): Al finalizar el

ciclo es archivada en la carpeta de Ciclos que se encuentra en el area de gestion.

Pagina 9 de 26



ANEXO Il PROTOCOLOS DE EMBRIOLOGIA

PROTOCOLO DE VISUALIZACION Y CATEGORIZACION
DE OOCITOS, CIGOTOS Y EMBRIONES

Para realizar una categorizacion correcta y estandarizada de los cigotos y embriones obtenidos en
los tratamientos de reproduccion asistida se utilizaran los parametros recomendados por la
clasificacion de ASEBIR actualizados en la 3° edicién del cuaderno: “Criterios ASEBIR de

valoracion morfolégica de oocitos, embriones tempranos y blastocistos humanos.”
3. PROCEDIMIENTO
Dia 0

En el momento de la microinyeccion se puede hacer una mejor observacion de la morfologia del

oocito, se anotaran como desfavorables las siguientes caracteristicas:
* Acumulaciones de REL.
* Granulosidad central.
* 1° CP gigante (>30um).
* Vacuolizacién excesiva.
* Oocitos gigantes (>200um): no deben ser microinyectados.

¢ Anomalias de la Zona Pellcida.

Dia 1

= Lafecundacion se observa 16-20 horas después de la microinyeccion.
= Antes de la visualizacién es necesario encender el micromanipulador y el controlador de la
temperatura de la placa térmica. Después se saca la placa del incubador y se coloca en el

microinyector.
= Se enfoca la primera gota (la que esta debajo de la flecha) y se pone el objetivo de 40x.
= Caracteristicas a observar y anotar:
o Corpusculos polares (CP): Numero, apariencia y localizacién respecto a los pronucleos.
o Numero de pronucleos (PN).
o Apariencia de los pronucleos: Simetria, sincronia y localizacién.
o Cuerpos precursores nucleolares (NPB): Numero, simetria y polarizacion.

o Halo citoplasmatico: Presencia/ausencia y aspecto.

Pagina 10 de 26



ANEXO Il PROTOCOLOS DE EMBRIOLOGIA

o Enuna fecundacion correcta se observan 2 PNy 2 CP.

o Los cigotos con 3 o mas PN son desechados.

Dia 2 y Dia 3, estadio celular: D+2, D+3

Los embriones se visualizan en los siguientes rangos:

e D+2: 43-45 horas posinseminacion.

e D+3: 67-69 horas posinseminacion.

Las caracteristicas a observar son:
* Numero de células y ritmo de division.
* Porcentaje y tipo de fragmentacion celular.
e Tamafio de los blastdmeros estadio-especifico.
* Visualizacién de nucleos y grado de multinucleacion.
* Anomalias citoplasmicas:
= Anillo acitoplasmatico.
= Presencia de vacuolas.
= Pitting o moteado
* Forma del blastémero.
e Zona pelucida.

e Grado de compactacion/adhesion temprana.

Se evaluan los embriones segun la clasificacion de ASEBIR (Tabla 1) y se anotan los datos en la

hoja de ciclo correspondiente.

Para el sistema de gradacién se ha empleado las categorias de ASEBIR:
= Categoria A: Embridn de 6ptima calidad con maxima capacidad de implantacion.
= Categoria B: Embrion de buena calidad con elevada capacidad de implantacion.
= Categoria C: Embrién regular con una probabilidad de implantacién media.

= Categoria D: Embrién de mala calidad con una probabilidad de implantacion baja.
Llamamos la atencién sobre que, dentro de la categoria D, hay embriones con
anomalias diversas, que hacen que su probabilidad de implantacion sea

practicamente nula.
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TABLA 1. CLASIFICACION MORFOLOGICA DE EMBRIONES EN ESTADIO CELULAR
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ANEXO Il PROTOCOLOS DE EMBRIOLOGIA

a. Dia4 (D+4): Mérula.
El dia 4 de desarrollo los embriones compactan. El grado de compactacion es valorable
pero dado que no se pueden descartar embriones por su estado en D+4 no se van a

evaluar los embriones hasta el dia 5 de desarrollo y asi mantener un cultivo mas estable.

En caso de que fuera necesario valorar el embrion en D+4 o que se visualice

compactacion en D+3 se hara siguiendo el siguiente criterio:

- Inicio de adhesion: estadio en el que las células se pueden identificar bien por

separado, aunque con las membranas adyacentes.

- Compactacion: estadio en el que es dificil diferenciar los blastomeros entre si.

b. Dia 5 (D+5): Blastocisto.

Segun lo expuesto en la segunda edicidon del cuaderno de embriologia (ASEBIR, 2008) y
el consenso de Estambul (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special

Interest Group of Embryology, realizarse en el intervalo de observacion recomendado.
* D+5: 114-118 h posinseminacion.

» D+6: 136-140 h posinseminacion.

Los parametros que se van a observar en el estadio de blastocisto son:

o Evolucién del embriéon. Organizacion del blastocisto, de mejor a peor tasa de

implantacion:
* Aparicion del blastocele en D+5.
* Aparicion del blastocele en D+6.
* Aparicion del blastocele después de D+6.
o Grado de expansion del blastocele:

Cuando el blastocisto esta organizado, el blastocele ocupa practicamente todo el volumen

del embrion. Este parametro se correlaciona favorablemente con la tasa de implantacion.
o Zona pelucida, de mejor a peor tasa de implantacion:

» Aparece adelgazada en D+5.

* Aparece adelgazada en D+6.

o Trofoectodermo, de mejor a peor tasa de implantacion:

* Trofoectodermo con epitelio homogéneo y células elipticas.
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» Trofoectodermo con epitelio irregular.

PROTOCOLOS DE EMBRIOLOGIA

» Trofoectodermo con epitelio irregular con células escasas.

* Trofoectodermo con focos degenerativos.

o Masa celular interna, de mejor a peor tasa de implantacion:

» Tamafo de la MCI de 1900 - 3800 mm, con apariencia oval y compactada.

» Tamafo de la MCI de <1900 mm, con apariencia diferente a oval y compactada.

o Fragmentacion y vacuolizacién:

Su presencia se considera siempre un factor de mal prondstico.

Siguiendo la clasificacion de ASEBIR se van a clasificar los embriones segun las

siguientes tablas:

TABLA 2. Gradaciéon embrionaria para D+5

D+4

D+5

Grado de expansién

Mérula compacta

Desde:
"Iniciando la expansién”

Hasta:
"Eclosionando”

Blastocisto temprano o
cavitando (ZP gruesa)

A

O W >» OO0 T >» 00 W

O

Mérula no
compacta

Mérula

O O O0ODOW>»POoOO0m>»OO0W>

D

Pagina 14 de 26



ANEXO Il PROTOCOLOS DE EMBRIOLOGIA

TABLA 3. Clasificacion ASEBIR de los blastocistos en funcién de la calidad de la MCl y el TE.

TROFOECTODERMO

MASA CELULAR INTERNA

4. REGISTROS

Documento “Hoja de Ciclo” (Anexo IV Plantillas del Laboratorio de Embriologia): Al finalizar el ciclo

es archivada en la carpeta de Ciclos que se encuentra en el laboratorio de andrologia.
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PROTOCOLO DE TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

5. DESARROLLO
Preparacion previa:

= Media hora antes de la transferencia se prepara una jeringa de 2ml llena de medio de
lavado para que se atempere.

=  Se prepara un catéter y una jeringa de transferencia (jeringa verde de 1ml.).

Seleccion de embriones y preparacion de la transferencia:

= Seleccionar los embriones a transferir segun los criterios de ASEBIR (2015) y se marcan
con una T en la hoja de ciclo.
= Los embriones sobrantes de buena calidad seran seleccionados para congelar y se

marcan con una V en la hoja de ciclo.

= Previo a la transferencia se informa a los pacientes de la evolucion embrionaria y la

calidad de los embriones a transferir y congelar.

Transferencia:

= Cuando la paciente se encuentra en quiréfano se lleva la jeringa con medio de lavado y se
situa en el campo esteril.

= Se abren los envoltorios de la jeringa y el catéter de transferencia.
= Cuando el ginecdlogo ha canalizado nos avisa para cargar los embriones en el cateter.
= Se comprueba en el incubador, la placa y el catéter el nombre de la paciente.

= Llenar la jeringa embriotestada (verde) con el medio del pocillo 1. Enganchar la jeringa al

catéter.
= Vaciar la jeringa+catéter en el pocillo 1 para purgar el catéter.
= |ral pocillo 2 y cargar el embridon. Coger un volumen maximo de 0,3ml.
= Mover la vaina externa del catéter para tapar la zona donde esta el embrién.

= Una vez en el quiréfano, nos situamos a la derecha del médico. El médico retirara la vaina
interna (con nuestra ayuda) e introduce el catéter blando dentro del catéter guia con el que

canalizé.
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= Una vez situado el punto donde se quiere depositar los embriones (con ayuda del

ecografo), se procede a descargarlos suavemente presionando el émbolo de la jeringa.

= El médico retira cuidadosamente el catéter y vuelve a introducirlo en la vaina externa que
lo protege, lo llevamos al laboratorio para revisar en la lupa que los embriones han sido

correctamente transferidos.

= En caso de que al revisar en la lupa nos aparezca el embridn, repetiremos el mismo

procedimiento.

= Anotar los datos de la transferencia en la hoja de ciclo de la paciente y en la base de datos

informatizada.

6. REGISTROS

a. Hoja de Ciclo (Anexo IV. Plantillas del Laboratorio de Embriologia): Al finalizar el ciclo

es archivada en la carpeta de Ciclos que se encuentra en el area de gestion.

b. Historia clinica informatizada: Se anotan los datos en la historia clinica

correspondiente.
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PROTOCOLO DE VITRIFICACION DE OOCITOS

DESARROLLO

b. Preparacion del material.

Sacar una hora antes los medios de vitrificacién situados en la nevera. Llevarlos a
la parte no calefactada de la cabina de flujo para que se atemperen.

Antes de vitrificar, rellenar la hoja de registro de vitrificacion de la paciente,
rotular las pajuelas que se vayan a utilizar y rellenar el recipiente para nitrégeno al
90%.

Colocar las pajuelas rotuladas, una placa Petri de 100mm vy el recipiente con
nitrégeno en el lado no calefactado de la cabina de flujo. Preparar la stripper

colocando el capilar de 170um.

c. Vitrificacion.

1.

10.

Hacer una gota de 20ul del medio BS en la placa petri de 100mm. Situar los occitos
en esa gota.

Hacer una gota de 20ul de ES contigua a la gota anterior y unirlas con la pipeta.
Esperar 3 minutos.

Hacer otra gota de 20l de ES junto a la anterior y unirlas con la pipeta. Esperar 3
minutos.

Depositar 240ul de ES en la gota de los oocitos y esperar de 6 a 9 minutos.

Hacer dos gotas de 300ul de medio VS.

Pasado el tiempo necesario depositar los oocitos en el medio VS, lavar varias veces
y pasar por la segunda gota de medio VS.

Cargar los oocitos en la pajuela retirando el exceso de liquido.

Los pasos 6 y 7 tienen que durar como maximo 1,5 minutos.

Depositar rapidamente la pajuela en el recipiente con nitrégeno y moverla de un
lado al otro para evitar la formacion de burbujas. Posteriormente, cubrir con el
capuchén dentro del nitrégeno.

Almacenar la pajuela en el tanque de nitréogeno y anotar en la hoja de vitrificacion,

en el Excel de congelacién y en la historia clinica informatizada.
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ANEXO Il PROTOCOLOS DE EMBRIOLOGIA

REGISTROS

a. Historia clinica informatizada: Se anotan los datos en la historia clinica

correspondiente

b. Excel de congelacién. Se anotan los siguientes datos: historia clinica, nombre,

ubicacién, nimero y color de pajuelas.

c. Hoja de vitrificacion (Anexo IV. Plantillas del Laboratorio de Embriologia): Se

rellenan todos los datos de la hoja y se archiva en el 4rea de gestién.

PROTOCOLO DEL PROVEEDOR

Esquema de vitrificacion de Kitazato.

KITAZATO.

1+
- Vitrification
Protocol
— | Oocyte

Aftoer
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ANEXO Il PROTOCOLOS DE EMBRIOLOGIA

PROTOCOLO DE DESVITRIFICACION DE OOCITOS

DESARROLLO

* Preparacion del material.

Sacar los medios de desvitrifiacion de la nevera al menos una hora antes de
comenzar. Situar el medio TS en el incubador junto con una placa de 35mm.

Coger una placa Petri de 100mm por cada pajuela.

Sacar la hoja de registro de vitrificacion de la paciente, ver el Excel de registro de
congelacion y comprobar donde estdn almacenados los oocitos.

Preparar la Stripper con un capilar de 170um.

* Desvitrificacion.

N o u sWw

10.
11.
12.

13.
14.

Poner el medio TS en la placa petri y volver a situarla en el incubador.

Rellenar el recipiente para nitrégeno al 90%. Sacar la margarita del tanque de
nitrégeno donde se encuentran las pajuelas. Pasar las pajuelas al nitrégeno liquido
y volver a colocar la margarita en el tanque.

Preparar una gota de 300ul de ES para tener preparado el segundo medio.

En la parte calefactada de la campana sacar la placa petri con medio TS

Preparar la pajuela sacandola del capuchdén dentro del nitrégeno liquido.

Poner el contador a funcionar.

Sacar rapidamente la pajuela y depositarla en la placa con medio TS, si los oocitos
no se desprenden directamente agitar la pajuela ligeramente o absorberlos con la
Stripper. Esperar maximo 1 minuto.

Pasar los oocitos a la gota de medio ES que dejamos preparada, colocar la placa en
el lado no calefactado de la campana y esperar 3 minutos.

Durante este tiempo, preparar las siguientes gotas de 300ul de medio WS.

Pasado el tiempo pasar los oocitos a la primera gota de WS y esperar 5 minutos.
Pasar los oocitos a la segunda gota de WS y esperar 1 minuto.

Colocar la placa en el lado calefactado de la campana y guardar los oocitos en
placa petri con medio lavando en varias gotas.

Dejarlos reposar al menos 2 horas antes de la microinyeccion.

Anotar la desvitrificacion en la hoja, en el Excel y en la base de datos
informatizada.
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PROTOCOLO DEL PROVEEDOR

Esquema de desvitrificacion de Kitazato

WARMING
PROTOCOL
— . Oocyte
4
WS2 (30, WS 1 (3004 DS (31
o-0
/< e

REGISTRO

a. Historia clinica informatizada: Se anotan los datos en la historia clinica
correspondiente

b. Excel de congelacién. Se anotan los datos de la desvitrificacién: fecha,

numero de pajuelas y supervivencia.

c. Hoja de vitrificacion (Anexo IV. Plantillas del Laboratorio de Embriologia):

Se rellenan todos los datos de la hoja y se archiva en el area de gestion.
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PROTOCOLO DE VITRIFICACION DE EMBRIONES

DESARROLLO

d. Preparacion del material.

Sacar una hora antes los medios de vitrificacidn situados en la nevera. Llevarlos a
la parte no calefactada de la cabina de flujo para que se atemperen.

Antes de vitrificar, rellenar la hoja de registro de vitrificacion de la paciente,
rotular las pajuelas que se vayan a utilizar y rellenar el recipiente para nitrégeno al
90%.

Colocar las pajuelas rotuladas, una placa Petri de 100mm vy el recipiente con
nitrégeno en el lado no calefactado de la cabina de flujo. Preparar la stripper
colocando el capilar de 170um para embriones en D3 y de 200um para embriones
en D5.

e. Vitrificacion.

1. Hacer una gota de 300ul del medio BS en la placa petri de 100mm. Situar los
occitos en esa gota.
Hacer dos gotas de 300ul de medio VS.
Pasado el tiempo necesario depositar los oocitos en el medio VS, lavar varias veces
y pasar por la segunda gota de medio VS.
Cargar los embriones en la pajuela retirando el exceso de liquido.
Los pasos 6 y 7 tienen que durar como maximo 1,5 minutos.
Depositar rapidamente la pajuela en el recipiente con nitrégeno y moverla de un
lado al otro para evitar la formacion de burbujas. Posteriormente, cubrir con el
capuchén dentro del nitrégeno.

7. Almacenar la pajuela en el tanque de nitrégeno y anotar en la hoja de vitrificacion,
en el Excel de congelacién y en la historia clinica informatizada.

REGISTROS

a. Historia clinica informatizada: Se anotan los datos en la historia clinica
correspondiente

b. Excel de congelacién. Se anotan los siguientes datos: historia clinica, nombre,
ubicacién, nimero y color de pajuelas.

c. Hoja de vitrificacion (Anexo IV. Plantillas del Laboratorio de Embriologia): Se

rellenan todos los datos de la hoja y se archiva en el area de gestion.
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ANEXO Il

PROTOCOLO DEL PROVEEDOR

Esquema de vitrificacion de Kitazato.
KITAZATO.

ES (341 .
0. D g \
> )
Before
Vitrification
Zygote 4Cel| BIzs&ocyst M
After . Embryo
WS2 (300x 1 WS1 (30041 DS 2004 |
@ o L2 -
YA WA ANER
oin

www.dibimed.com lelmed
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ANEXO Il PROTOCOLOS DE EMBRIOLOGIA

PROTOCOLO DE DESVITRIFICACION DE EMBRIONES

DESARROLLO

* Preparacion del material.

Sacar los medios de desvitrifiacion de la nevera al menos una hora antes de
comenzar. Situar el medio TS en el incubador junto con una placa de 35mm.

Coger una placa Petri de 100mm por cada pajuela.

Sacar la hoja de registro de vitrificacion de la paciente, ver el Excel de registro de
congelacion y comprobar donde estdn almacenados los oocitos.

Preparar la Stripper con un capilar de 170um para embriones en D3 y 200170um

para embriones en D5.

* Desvitrificacion.

N o u sWw

10.
11.
12.

13.

Poner el medio TS en la placa petri y volver a situarla en el incubador.

Rellenar el recipiente para nitrégeno al 90%. Sacar la margarita del tanque de
nitrégeno donde se encuentran las pajuelas. Pasar las pajuelas al nitrégeno liquido
y volver a colocar la margarita en el tanque.

Preparar una gota de 300ul de ES para tener preparado el segundo medio.

En la parte calefactada de la campana sacar la placa petri con medio TS

Preparar la pajuela sacandola del capuchdén dentro del nitrégeno liquido.

Poner el contador a funcionar.

Sacar rapidamente la pajuela y depositarla en la placa con medio TS, si los
embriones no se desprenden directamente agitar la pajuela ligeramente o
absorberlos con la Stripper. Esperar maximo 1 minuto.

Pasar los embriones a la gota de medio ES que dejamos preparada, colocar la
placa en el lado no calefactado de la campana y esperar 3 minutos.

Durante este tiempo, preparar las siguientes gotas de 300ul de medio WS.

Pasado el tiempo pasar los oocitos a la primera gota de WS y esperar 5 minutos.
Pasar los oocitos a la segunda gota de WS y esperar 1 minuto.

Colocar la placa en el lado calefactado de la campana y guardar los embriones en
placa petri con medio lavando en varias gotas.

Anotar la desvitrificacion en la hoja, en el Excel y en la base de datos
informatizada.
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PROTOCOLO DEL PROVEEDOR

Esquema de desvitrificacion de Kitazato

KITA ATDS
ES (300p) . VS10mu 1 D Ej . : ' ya VS2 (»0y O
> .l
Before
Vitrification
Zygote 4Cell Blastocyst PTOIOCOI ‘
After L Embryo
WS2 (300x) WS1(300u1 DS 300u 1
o
o8/ @ N/ €\
min Sein n —

www.dibimed.com Dibimed

REGISTRO

d. Historia clinica informatizada: Se anotan los datos en la historia clinica

correspondiente

e. Excel de congelacién. Se anotan los datos de la desvitrificacion: fecha,

numero de pajuelas y supervivencia.

f. Hoja de vitrificacion (Anexo IV. Plantillas del Laboratorio de Embriologia):

Se rellenan todos los datos de la hoja y se archiva en el area de gestion.
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ANEXO IlI

Nombre:

Fecha:

PLANTILLAS DEL LABORATORIO DE ANDROLOGIA

ANALISIS SEMINAL PARA TRA

Dias de abstinencia:

Aspecto:
pH:

Volumen: ml

Valores: OMS 2010

Licuefaccion:

Referencia > 1.5 ml

Concentracion: mill/ml Referencia > 15 mill.spz/ml
Motilidad total:

Espermatozoides progresivos: % Referencia >32 %
Espermatozoides no progresivos: %

Espermatozoides inmdviles: %

Morfologia: %

Vitalidad: %

Referencia > 4%

Referencia > 58%

REM (Recuento de espermatozoides moviles): millones/ml

Movilidad a las Oh: %

Observaciones:

DIAGNOSTICO:

Movilidad a las 24h: %

Los valores aqui obtenidos pueden fluctuar entre diferentes muestras de semen. El resultado se basa en el analisis de una Unica

muestra y podria no ser totalmente representativo. El resultado de este andlisis seminal debe ser siempre interpretado por su

médico/bidlogo.
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RECOGIDA DE MUESTRA SEMINAL

Lea con detenimiento las instrucciones y ante cualquier duda consulte con el
personal de la clinica.

INSTRUCCIONES PREVIAS:

- La abstinencia sexual recomendada es de 1 a 3 dias. Se entiende como
abstinencia sexual la ausencia de eyaculacion ya sea por coito,
autoestimulacién o eyaculacion involuntaria.

- Obtenciéon de la muestra fuera del centro: En caso de que sea necesario

obtener la muestra fuera del centro es necesario que sea entregada en el
plazo maximo de una hora en el recipiente proporcionado por el centro.
En caso de necesitar otro recipiente éste debe ser estéril como los
utilizados en la recogida de muestras de orina.
El transporte debe realizarse cuidadosamente, con el bote hacia arriba y
procurando mantener una temperatura corporal por lo que es
recomendable transportarla junto al cuerpo.

- Esimportante que se recoja toda la muestra completa ya que las distintas
fracciones tienen distinta calidad. En caso de no ser asi tiene que ser
indicado en la casilla correspondiente.

INSTRUCCIONES PARA LA RECOGIDA:

- Esrecomendable orinar antes de la obtencidn de la muestra.
- Para mantener la higiene necesaria se debe realizar un lavado exhaustivo
de manos previo.
- En el caso de recogerla en casa rotule la pegatina en mayusculas
indicando:
o Nombrey apellidos
o Nombre y apellidos de su pareja (en caso necesario)
o Fecha de entrega
- En el caso de recogerla en la clinica compruebe que su nombre y apellidos
esta correctamente escrito.
- Pegue la pegatina en el bote y destapelo para mayor comodidad
- Una vez recogida la muestra compruebe que deja el bote bien cerrado.
- Entregue la muestra con la hoja debidamente cumplimentada al personal
de la clinica.
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DATOS DE RECOGIDA DE MUESTRA SEMINAL

Doctor solicitante:

Nombre y apellidos:

Documento de identificacion:

Nombre y apellidos de su pareja:

Fecha:

Direccion:

CP: Localidad:
Ciudad: Pais:

é¢Toma actualmente algun medicamento?

NO []
sl [ Indigue medicamento y cantidad:
¢Ha tenido fiebre en los tltimos dias? Si [] NO []

Dias de abstinencia:
Hora de entrega de la muestra: :
éHa recogido toda la muestra del eyaculado?

s ]

NO [] Indique si ha perdido muestra del principio o del final:

En caso de que la muestra haya sido obtenida fuera de la clinica indicar hora de
eyaculacion: :

] SEMINOGRAMA LIFIV/ICSI CICONGELACION
] INSEMINACION ARTIFICIAL CIFISH CIFRAGMENTACION DNA
L1 OTROS:

FIRMA:
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HOJA DE TOMA DE DATOS DE LA MUESTRA

Aspecto: Licuefaccion:

Volumen: ml

Concentracion: mill/ml
Motilidad:

Espermatozoides progresivos: %
Espermatozoides no progresivos: %
Espermatozoides inmoviles: %

Morfologia: %

Vitalidad: %

REM (Recuento de espermatozoides moviles):

Movilidad a las Oh: % Movilidad a las 24h: %

pH:
Referencia > 1.5 ml

Referencia > 15 mill.spz/ml

Referencia >32 %

Referencia > 4%

Referencia > 58%

millones/ml
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CONGELACION DE SEMEN

Nombre: N2 HISTORIA:
Fecha:
UBICACION: Ne PAJUELAS:

PRUEBA DE DESCONGELACION:

MEDIO DE CONGELACION:
Dias de abstinencia:
Aspecto:

Licuefaccion:

Volumen: ml

Concentracion: mill/ml

Motilidad: %

OBSERVACIONES:

DESCONGELACION FECHA SUPERVIVENCIA

12 DESCONGELACION
22 DESCONGELACION

32 DESCONGELACION

CICLO

PRESERVACION
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INSEMINACION ARTIFICIAL CONYUGAL (IAC)

Paciente: Edad:
Pareja: Edad:
Fecha: N2 HISTORIA:

Valores: OMS 2010
Dias de abstinencia:
Aspecto:

Licuefaccion:

pH:

Volumen: ml Referencia > 1.5 ml
Concentracion: mill/ml Referencia > 15 mill.spz/ml
Motilidad:

Espermatozoides progresivos: % Referencia >32 %
Espermatozoides no progresivos: %

Espermatozoides inmdviles: %

Morfologia: % Referencia > 4%

REM (Recuento de espermatozoides moviles): millones/ml

Observaciones:

DIAGNOSTICO:
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INSEMINACION ARTIFICIAL DONANTE (IAD)

N2 HISTORIA:
Paciente:
Pareja:

Fecha:

N2 DONANTE:

Volumen: ml

Concentracion: mill/ml

Movilidad total: %

Morfologia: %

CARACTERISTICAS

REFERENCIA

BANCO

GRUPO

ALTURA (cm)

PESO (Kg)

COLOR PELO

TIPO PELO

COLOR 0JOS

PIEL

RAZA

REM (Recuento de espermatozoides méviles): millones/ml
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PLANTILLA EMBRIOLOGIA 1. Hoja Ciclo
PLANTILLA EMBRIOLOGIA 2. Vitrificacién de embriones
PLANTILLA EMBRIOLOGIA 3. Hoja ciclo oocitos vitrificados

PLANTILLA EMBRIOLOGIA 4. Vitrificaciéon de oocitos
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ANEXO IV PLANTILLAS DEL LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA

PACIENTE: EDAD: N2 HISTORIA:

PAREJA: EDAD:

TIPO CICLO: Ne CICLO:

OOCITOS PUNCION | MII Mi VG | ATR ||DONANTE N2 DONANTE

FECHA |
N2 D+0 D+1 D+2 D+3 D+4
NUCLEACION NUCLEACION

BLASTOCISTO

DESTINO

Granulosidad
REL

Vacuolas

PN Separados
PN Desiguales
N2 CELULAS
Fragmentacién
Multinuc.
Vacuolas
CALIDAD

N2 CELULAS
Fragmentacion
Multinuc.
Vacuolas
CALIDAD

N2 CELULAS
COMP. > 50%
Fragmentacién
Vacuolas

EPV

ESTADIO
CP
P

PATRON
1 NPB
ES/NES
Uninuc.
Binuc.
ES/NES
Uninuc.
Binuc.

D+5 | D+6

V(N |P|WIN |-

=
o

[EnY
[N

[y
N

=
w

[y
iy

15
OBSERVACIONES:
TRANSFERENCIA: ||
SEMEN | PAREJA | DIiAS DE ABSTINENCIA 0 | DONANTE |REF: DIAGNOSTICO
VOLUMEN ml_[CONCENTRACION mill/m|[MORFOLOGIA REM mill/ml
MOTILIDAD TOTAL [PROGRESIVA NO PROGRESIVA INMOVILES MACS | |

PLANTILLA EMBRIOLOGIA 1. Hoja Ciclo.
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VITRIFICACION DE EMBRIONES

PACIENTE:
N2 HISTORIA: FECHA:
TRATAMIENTO: Ne CICLO:
UBICACION: N2 PAJUELAS: COLOR:
VITRIFICACION
EMBRION
D+
CALIDAD
PAJUELA
DESVITRIFICACION DESVITRIFICACION DESVITRIFICACION DESVITRIFICACION

PAJUELA PAJUELA PAJUELA PAJUELA
FECHA DV FECHA DV FECHA DV FECHA DV

D+ VITRI D+ VITRI D. VITRI D+ VITRI

% SUPERV. % SUPERV. % SUPERV. % SUPERV.
D+3 D+3 D+3 D+3
D+4 D+4 D+4 D+4
D+5 D+5 D+5 D+5
D+6 D+6 D+6 D+6
DESTINO DESTINO DESTINO DESTINO
OBSERVACIONES:

PLANTILLA EMBRIOLOGIA 2. Vitrificacién de embriones.
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PACIENTE: EDAD: N2 HISTORIA:
PAREJA: EDAD:
TIPO CICLO: Ne CICLO:
00CITOS DV SUPERVIVENCIA DONANTE N2 DONANTE
FECHA |
Ne D+0 D+1 D+2 D+3 D+4
ol v € INUCLEACION € INUCLEACION c BLASTOCSTOl o
o 3|0 pS) 0 x| © 2
s 14 |2 3 W38 2 |alglsl o] 2IEl &3 alglel ] 2lEE]3 |2 25 °
S I {1 EoE2 ¢ [2 =gl 2] 513120 (2|2 Elz2 513129 (2| 2|3
2 |olzlSiEola)] & HEE] 2 |G| |S| 5| S|S[S]2 [D]o|S|a| SIS]S|2 S| &[S oss | ve
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
OBSERVACIONES:
TRANSFERENCIA: |
SEMEN | PAREJA | DIAS DE ABSTINENCIA | poNaNTE |RreF: DIAGNOSTICO
VOLUMEN ml [CONCENTRACION mill/m|MORFOLOGIA VITALIDAD REM mill/ml
MOTILIDAD TOTAL [PROGRESIVA NO PROGRESIVA INMOVILES MACS | |

PLANTILLA EMBRIOLOGIA 3. HOJA CICLO OOCITOS DESVITRIFICADOS.



ANEXO IV

PACIENTE:

N2 HISTORIA:

FECHA VITRIFICACION:
UBICACION:

PAJUELA (S)/ COLOR: N2 OOCITOS:

PLANTILLAS DEL LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA

VITRIFICACION

N2OOCITOS

ESTADIO

N2 PAJUELA

DESVITRIF

ICACION

FECHA 12 DESVITRIFICACION

N2 PAJUELA/S DV

OOCITOS SOBREVIVEN/OOCITOS TOTALES

PORCENTAIJE

FECHA 22 DESVITRIFICACION

N2 PAJUELA/S DV

OOCITOS SOBREVIVEN/OOCITOS TOTALES

PORCENTAIJE

FECHA 12 DESVITRIFICACION

N2 PAJUELA/S DV

OOCITOS SOBREVIVEN/OOCITOS TOTALES

PORCENTAJE

OBSERVACIONES

PLANTILLA EMBRIOLOGIA 4. VITRIFICACION DE OOCITOS.
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ANEXO V

HOJAS DE REGISTRO DE ACTIVIDAD

CICLOS FIV/ICSI
FECHA PUNCION/DV N2 HISTORIA |NOMBRE |EDAD TIPO DE CICLO SEMEN DiA TRF N2 EMB TRF OBSERVACIONES |RESULTADO [CONGELACION
CICLOS DESVITRIFICACION
FECHA DESCONGELACION N2 HISTORIA  [NOMBRE |N2 EMB. |SUPERVIVENCIA (FECHA TRF N2 EMB TRF |DiA DESARROLLO |[OBSERVACIONES |RESULTADO
CICLOS INSEMINACION ARTIFICIAL
FECHA INSEMINACION N2 HISTORIA  |[NOMBRE |EDAD TIPO CICLO ESTIMULACION |SEMEN REM OBSERVACIONES (RESULTADO

HOJA DE REGISTRO DE ACTIVIDAD 1. Ciclos




ANEXO V HOJAS DE REGISTRO DE ACTIVIDAD

CONGELACION DE EMBRIONES
FECHA |PACIENTE [N2 HISTORIA |N2 CICLO |N2 EMBRIONES |DiA DESARROLLO |[CALIDAD |N2 PAJUELAS [RESTANTES [COLOR PAJUELAS |CONT. |N2 CANESTE [COLOR |OBSERVACIONES

HOJA DE REGISTRO DE ACTIVIDAD 2. Congelacion de embriones



ANEXO V HOJAS DE REGISTRO DE ACTIVIDAD

CONGELACION SEMEN
FECHA |PROCEDENCIA [NOMBRE NCHISTORIA |N2 PAJUELAS [COLOR PAJUELAS [CONT. [Ne CANESTE |COLOR |REM PRUEBA |FECHA DESCONGELACION [TIPO CICLO |RESULTADO

HOJA DE REGISTRO DE ACTIVIDAD 3. Congelacion de semen



ANEXO V HOJAS DE REGISTRO DE ACTIVIDAD

CONGELACION 00CITOS
FECHA |REFERENCIA [N2 HISTORIA/PROCEDENCIA N2 OOCITOS |ESTADIO CALIDAD |[N2 PAJUELAS |COLOR PAJUELAS |[CONT. [N2 CANESTE |[COLOR

HOJA DE REGISTRO DE ACTIVIDAD 3. Congelacién de oocitos.



ANEXO V HOJAS DE REGISTRO DE ACTIVIDAD

DONANTES DE SEMEN

DONANTE [PROCEDENCIA |GRUPO |TALLA |PESO [COLOR DE PELO |TEXTURA [COLOR DE OJOS |COLOR DE PIEL [RAZA 12 ASIGNACION  |FECHA UTILIZACION  |RESULTADO

HOJA DE REGISTRO DE ACTIVIDAD 3. Registro de donantes de semen.



ANEXO V HOJAS DE REGISTRO DE ACTIVIDAD

DONANTES DE OOCITOS

DONANTE NOMBRE F.NACIMIENTO |CARIOTIPO HIJOS GRUPO |TALLA PESO [COLOR DE PIEL [COLOR DE OJOS [COLOR DE PELO  [TEXTURA RAZA

N2 DONACIONES _|N2 NACIDOS N2 ABORTOS [FECHA PUNCION/DV _ |N2 HISTO[OOCITOS PUNCION _ [MII_ |n2 0OS DV SUPERVIVENCIA _[VITRI RESTANTES [N2 FECUNDADOS |RESULTADO FRESCO |RESULTADO DV OBSERVACIONES

HOJA DE REGISTRO DE ACTIVIDAD 6. Registro de donantes de oocitos.



ANEXO VI

HOJAS DE REGISTRO DE
MANTENIMIENTO

PLANTILLA MANTENIMIENTO 1. Mantenimiento de equipos diario, semanal y mensual. Pag.2
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ANEXO VI PLANTILLAS DE REGISTRO DE MANTENIMIENTO

FECHA
DIARIO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

C60 T2

€60 C02

G210 T2

G210 C02

G210 02

SUPERFICIES CALEFACTADAS
FRIGORIFICO

CONGELADOR

CLIMATIZACION

SEMANAL (Con equipo de medida)

C60 T2

€60 C02

G210 T2

G210 C02

G210 02
RELLENADO CONT.1
RELLENADO CONT.2

MENSUAL

Microscopio invertido
Micromanipuladores

Microscopio contraste de fases

Superficies calefactadas

Frigorifico (méx/min.)

Congelador (max/min.)

Limpieza incubador C60

Limpieza incubador g210

PLANTILLA DE REGISTRO DE MANTENIMIENTO 1. Mantenimiento de equipos diario, semanal y mensual.



ANEXO VI

PLANTILLAS DE REGISTRO DE MANTENIMIENTO

FECHA

ACEITE

NOMBRE
LAB.

FECHA CAD.

LOTE

IVF

NOMBRE
LAB.

FECHA CAD.

LOTE

MEDIO CULTIVO UNICO

NOMBRE
LAB.

FECHA CAD.

LOTE

MEDIO TAMPONADO

NOMBRE
LAB.

FECHA CAD.

LOTE

VITRIFICACION

NOMBRE
LAB.

FECHA CAD.

LOTE

DESVITRIFICACION

NOMBRE
LAB.

FECHA CAD.

LOTE

HYALURONIDASA

NOMBRE
LAB.

FECHA CAD.

LOTE

PVP

NOMBRE
LAB.

FECHA CAD.

LOTE

PLANTILLA DE REGISTRO DE MANTENIMIENTO 2. Cambio de medios.



INDICADORES
DE CALIDAD | ANEXOVII

Indicadores ASEBIR y sus especificaciones: Actualizado
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ANEXO VI

INDICADORES DE CALIDAD

INDICADOR Optimo Deseable Minimo
2 de focundacid
" M d: AV/icsi Propios 73,5(70,2-79,2) | 63,2(62,3-65,2) | 58,1(56,7-59,5)
Danados 789 70,3 (69,4-73,0) 66,3 (654-67,2)
(75,7-925) T !
Porcentaje fallo total
de fecundacién normal v 100
1CSI 3,0
Porcentaje de ovoditos 8.0
degenerados post-ICSI !
Porcentaje de gestacion FIV/ICSI propios
linica por f ; fresco 43,5(39,1-549) | 32,7 (30,7-34,5) 25,2(23,4-27,1)
TE FIV/ICSI ovo
propios 52,3 (50,0-66,7) | 41,0(36,4-48,6) 33,3 (25,0-34,0)
crioconservados
FIVACS! donados | 60,0(54,7.789) | 42,9 (41.647,6) | 25,3(25,036,1)
esco
TE FIV/ICSI
ovo donados 638(51,385,7) 45,1(36,4-51,1) | 28,0(20,0-36,4)
crioconservados
Tasa de implantacién FV/ '2‘1':0”‘“ 30,2(26,2-37,2) | 20,0(19,0-21,6) | 14,5(13,8-15,3)
TE FIV/ICSI 85%de la
ovocitos propios observada en
crioconservados fresco
FIVICS! donados | a1 67,957.1) | 20,724931,2) | 1650130195)
‘esco
TE FIV/ICSI 85%dela
ovocitos donadas observada en
crioconservados fresco
Porcentaje de gestacion clinica Owocitos
por transferenda de . 373 (32,7-656) | 22,1(20,4-24,7) 13,3(12,0-15,6)
preembriones crioconservados Prog
Owocitos
donados 48,0 (37,6-83,3) | 29,0(25,0-31,9) 21,9 (16,7-23,8)
Tasa de implantacion en ciclos Ovocitos
de preembriones . 264 (20,1-43.8) 13,6 (12,2-15,9) 6,9 (5,1-9,0)
crioconservados proplos
Owocitos
donados 346 (24,0-636) 15,0 (14,3-18,9) 7,6(08-101)

INDICADOR Optimo Deseable Minimo
N PR ‘d‘ ';'o' N FIV/ICSI propios 43(4,145) 59(55-7,0) 7,7 (6,0-20,0)
FIV/ICS| donadas 3,1(3,03,2) 44(3,96,4) 7,4(4,3-14,0)
CTovoditos
4,6 (4,0-5,0] 8,0(6,4-10,0 5 (8,0-29,0]
proplos 6 ( ) ( ) 12,5 (8,0-29,0)
CT owocitosdo-
nados 3,5(3,34,0) 70(5,2-9,7) 9,7 (6,7-22,0)
P taje de j FIV/ICS| propios 70,8 (66,0-90,1) 56,5 (54,8-58,3) | 47,9 (45,4-50,4)
utilizados
FIV/ICSI donados | 68,8(62,9-88,8) | 52,3(48,7-55,9) | 41,6(41,4-42,9)
Porcentaje de supervivencia
ovocitaria Ovocitos propios 91,1(82,1-93,7) | 75,2(46,6-81,6) | 35,9 (26,8 46,6)
tras descrioconservacion
Ovocitos donados | 89,8 (83,1-94,2) | 80,0(70,6-82,3) | 52,4 (49,3-70,9)
P je de supervi i
preembrionaria tras Ovocitos propios 84,5 (77,3-95,7) 60,8 (58,2-65,8) | 45,7 (40,7-50,8)
descrioconservacion
. 15% més
Blastockstos de la observada
propl en embriones
Ovocitos donados | 88,0 (83,3-96,9) 66,8 (61,1-72,4) |52,0(46,1-55,0)
. 15% mas
Blastocstos de la observada
en embriones
Pobcantale de gastackin 1AC 18,2 (15,6-333) | 10,2(9,2-11,4) | 6,3(61-7,0)
clinica
IAD 31,1 (25,0-50,0) 17,9 (15,4-19,6) 10,7 (9,211 4)
P je de super i
espemmatica s:mm:::' 35,0
tras descrioconservacion €
Semen
recuperado previo 50,0
ala congelacion
Porcentaje de recuperacion
esp oid: ovil Swim up 25,0
progresivos
Gradientes de
densidad 350
Tasa de gestacion maltiple FIV/ICS| propios | 15,5 (13,9-16,6) - -

FIV/ICS| donados

17,3 (11,6-22,7)




ANEXO VI

donados

INDICADOR Optimo Deseable Minimo
Tasa de gestacion miiltiple IAC 7,5(6,3-8,3) - -
IAD 7,9 (6,7-9,6) . .
N medio pr bri Ovocitos
por transferencia en fresco proplos 1,74 (1,72-1,75) 1,81(1,79-1,85) 2,05 (1,96-2,37)
Ovocitos
donados 1,73 (1,67-1,75) 1,84(1,82-1,89) 2,06 (1,97-2,56)
P je de pr bri O 38,5 (30,1-52,7) 21,6 (17,0-24,0) 12,9 (11,2-13,7)
crioconservados por cclo propios . e ! ’ S
Ovocitos
45,2 (38,1-68,8) 28,4(26,3-30,0) 19,2(18,2-21,2)

INDICADORES DE CALIDAD
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