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Introduccidén

Las técnicas de reproduccion asistida son fundamentales para atender los
deseos reproductivos de las parejas estériles y de las mujeres sin pareja
masculina, para evitar la transmision de enfermedades infecciosas y hereditarias

0 para preservar la fertilidad.

El laboratorio de reproduccion debe estar orientado a satisfacer las
necesidades de sus usuarios mediante procesos de probada seguridad y
eficiencia. Para ello es clave la implantacion de sistemas de calidad y programas
de control de calidad internos (CCint) y externos (CCExt). Actualmente,
diferentes sociedades cientificas han recomendado la participacion en
programas de CCExt de evaluacién morfolégica embrionaria y de citotoxicidad
(CT) (OMS, 2010; Hurtado de Mendoza et al., 2015; ESHRE Guideline Group on
Good Practice in IVF Labs et al., 2016), ya que permiten conocer la fiabilidad
entre laboratorios y su exactitud, en el primer caso, y aumentar su eficiencia, en

el segundo.
1.Analisis de ovocitos y embriones.

La evaluacién de la calidad embrionaria es clave en el laboratorio de
embriologia clinica, sin embargo, diversos factores pueden afectar a esta
valoracion, como las posibles diferencias intra e interobservador existentes en la

interpretacion de los criterios de clasificacion de cigotos y embriones.

Algunos autores como Arce et al. (2006) indican que la variabilidad
intraobservador para la clasificacion embrionaria es relativamente baja. Respecto
a la variabilidad interobservador, es importante que todos los miembros de un
equipo sigan un mismo criterio para poder trabajar como una unidad y tomar
decisiones reproducibles y validas. Esto implica una estandarizacion en los
sistemas de evaluacion embrionaria, asi como la formacion continuada del
equipo de embriélogos (Arce et al., 2006). En 2008, la Asociacion para el Estudio
de la Biologia de la Reproduccion (ASEBIR) publica un manual, en el que se
estandarizaba por primera vez los criterios de evaluacion y clasificacion

embrionaria (Ardoy et al., 2008).



Resumen

Sin embargo, la evaluacion morfoldgica clasica, la mas extendida en los
laboratorios, estd basada en determinaciones estaticas, presentando tres

grandes desventajas:

1° Esté vinculada a momentos puntuales, con la consiguiente pérdida de

informacion sobre el resto del desarrollo embrionario.
2° Inevitablemente perturba las condiciones éptimas de cultivo.

3° Tiene un caracter subjetivo, dependiente del observador (Arce et al.,
2006)

Frente a esta evaluacion morfoldgica clasica ha aparecido, en los ultimos
afios, la tecnologia time-lapse, que permite el seguimiento del desarrollo
embrionario en tiempo real. Estas plataformas ofrecen la posibilidad de cultivar
embriones en un entorno controlado, capturando imagenes a intervalos
definidos. Lo que ofrece varias ventajas frente a la microscopia estatica

convencional.

1° Permite el mantenimiento de condiciones éptimas de cultivo durante

todo el desarrollo embrionario.
2°Permite hacer un monitoreo continuo de los embriones.

3° Reduccion de posibles errores en la clasificacién de embriones, debido

a la posibilidad de visionar las imagenes indefinidamente.

No obstante, los sistemas time-lapse también presentan algunas

limitaciones, como la incapacidad de rotar los embriones en observacion.

Al ser una tecnologia de reciente implantacion, aun encontramos
inconsistencias en la terminologia utilizada a la hora de nombrar las variables
morfocinéticas. Kaser y Racowsky (2014) pusieron de relieve que el mismo
evento del desarrollo embrionario era denominado de hasta cuatro maneras

diferentes segun los autores. Esta terminologia deberia ser estandarizada.

En los afios en los que solo existian los criterios morfoldgicos clasicos,
diferentes encuestas y sondeos realizados a centros de reproduccion asistida en
Espafa (Castilla et al., 2010), sacaron a la luz la gran disparidad de criterios que
usaban los diferentes laboratorios para la clasificacion embrionaria. La ausencia

de criterios comunes afectaba tanto a los parametros a evaluar, como a los
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puntos de corte entre categorias, lo que restaba validez a dichos criterios,
aumentando la variabilidad entre observadores. Para disminuir esta variabilidad
se propusieron diferentes alternativas como la asistencia a actividades
formativas especificas (Ruiz de Assin et al.,, 2011) y la participacion en
programas de control de calidad externos e internos (Arce et al., 2006; Castilla et
al.,, 2010). En 2007, comenzé a realizarse en Espafia un programa de CCExt
para laboratorios de reproduccién basado en la evaluaciéon de la morfologia
embrionaria de manera estatica. En 2011, los criterios de clasificacion

embrionaria de ASEBIR se incorporan al programa de CCEXxt.

En estos programas nuestro grupo demostré la importancia de utilizar
valores verdaderos basados en la opinion de expertos (Ruiz de Assin et al.,
2009). No obstante, en estos estudios aun no se aplicaban los criterios
estandarizados de morfologia embrionaria de ASEBIR por su reciente

publicacién en aquellos afios.

Con la aparicion de la tecnologia time-lapse y su posterior implantacion en
numerosos laboratorios, ha surgido el mismo problema de falta de consenso y
validez. Esta falta de consenso entre laboratorios conllevaria problemas como la
imposibilidad de generar estudios multicéntricos con una valoracién comun de la
calidad embrionaria, la dificultad en la interpretacion de informes clinicos de otros

laboratorios o en la comparacion de los datos bibliograficos.
2.Evaluacion de fungibles

El fungible de laboratorio utilizado en reproduccion asistida que vaya a
estar en contacto con gametos o embriones no deberia tener una influencia
negativa en la viabilidad de estos, por lo que la identificacion de fungibles que
puedan ser citotdxicos es esencial para el 6ptimo rendimiento de los laboratorios
de embriologia (Lierman et al., 2007).

La realizacibn de bioensayos para determinar la utilizacibn o no de
materiales y medios es fundamental para evitar una disminucion de los
resultados o desechar materiales y/o medios no toxicos, lo que implicaria costes
extra. Un buen sistema de bioensayos de materiales y medios llevaria consigo

una mejora de resultados con un menor coste.



Resumen

Los programas de CCExt de CT en los laboratorios de reproduccién estan
implantados desde hace tiempo, pero es necesario su estandarizacion ya que los
fungibles que se evaltian son muy diversos (puntas de pipeta, placas de cultivo,

catéteres de transferencia, medios de cultivo, etc.).

Tras lo comentado en la introduccion, el objetivo de este trabajo es
abordar diferentes aspectos de los programas de CCExt del laboratorio de
embriologia, utilizando una metodologia estandarizada para realizar estudios de
fiabilidad y acuerdo (GRRAS) (Kottner et al., 2011).

Hipdtesis y justificacion
1.Hipotesis

. La incorporacion de una catalogacion embrionaria estandarizada a
un programa de CCExt de evaluacion morfolégica embrionaria clasica afectaria a

la fiabilidad y acuerdo entre laboratorios y un panel de expertos.

. Por su reciente implantacién, los equipos time-lapse carecen de
controles de calidad externos, lo que podria restar validez a dichos sistemas al

no controlarse la variabilidad entre observadores.

. Los diferentes fungibles utilizados en los CCExt de CT podrian
influir en la capacidad de los laboratorios de detectar fungibles toxicos.

2.Justificacion

Uno de los retos a los que se enfrentan los laboratorios de reproduccion
asistida es el mantenimiento de la calidad en todos los procesos llevados a cabo
en él. Para ello, se debe evaluar la eficacia de las decisiones y procedimientos
realizados diariamente, identificar y corregir problemas, asegurar la certeza y la
precision de los procedimientos, y controlar la competencia del personal del
laboratorio. Por este motivo es fundamental analizar y evaluar los procesos y
técnicas que se llevan a cabo en el laboratorio de embriologia de forma
tradicional y aquellos procesos y técnicas nuevas que pretenden incorporarse a
dichos laboratorios con objeto de asegurar y garantizar el buen funcionamiento

de los mismos.

En los dltimos afios los dos avances mas relevantes en el campo de la

clasificacion embrionaria han sido la publicacién de los criterios estandarizados
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de catalogacién embrionaria de ASEBIR y la aparicion de plataformas de
morfocinética. Estas Ultimas se han instalado en nuestros laboratorios sin
analisis previos de su reproducibilidad entre centros. Aunque actualmente se ha
comprobado una baja variabilidad entre observadores del mismo centro, se
desconoce si existen variaciones entre laboratorios a la hora de determinar los

tiempos y las caracteristicas del desarrollo embrionario.

Como se ha comentado anteriormente, es fundamental analizar y evaluar
los procesos y técnicas que se llevan a cabo en el laboratorio de embriologia. En
la actualidad existen a nivel internacional distintos CCExt para evaluar fungibles
gametotoxicos, sin embargo, se desconoce si el rendimiento de un laboratorio en

la evaluacién de fungibles téxicos depende del tipo de fungible evaluado.
Objetivos

1. Analizar la reproducibilidad entre laboratorios de embriologia y un

panel de expertos en evaluacion morfolégica embrionaria clasica.

2. Analizar el impacto de los equipos time-lapse en la variabilidad

entre laboratorios de embriologia en la evaluacion morfolégica embrionaria.

3. Valorar la influencia del tipo de producto a analizar en un programa
de CCExt de CT en el laboratorio de embriologia.

Material y métodos

1.Acuerdo y fiabilidad entre laboratorios y un panel de expertos en

evaluacién morfolégica embrionaria clasica

Se analizan los datos recogidos en el programa de CCExt de ASEBIR
correspondientes a los afios 2012-16, en los que participaron una media anual

de 44 centros nacionales de forma voluntaria.

Se evaltan un total de 125 embriones a lo largo de los 5 afios. En este
programa, los centros acceden a una plataforma a través de internet en la que
encuentran 3 proyectos con videos cigotos, embriones de dia 2 y dia 3y 2
proyectos con videos de embriones de dia 4 y dia 5. La Optica y el aumento
usado para la grabaciéon fueron Hoffman y 400x, respectivamente. Las
grabaciones se llevaron a cabo simulando la rutina diaria de valoracion de la

calidad embrionaria.
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En este programa anual de CCEXxt se evaltan, para los embriones en dia
2 y dia 3: numero de células, asimetria de las blastdmeras, porcentaje de
fragmentacion celular, presencia de multinucleacién, presencia de vacuolas; y
para embriones de dia 5: tipo de blastocisto, masa celular interna y

trofoectodermo (evaluadas segun la catalogacion de ASEBIR).

Ademas, los laboratorios deben clasificar cada embrién de dia 2, dia 3 y
dia 5 segun la catalogacion de ASEBIR. Todas las caracteristicas analizadas,
entre las 16-18 horas, 43-45 horas y 67-69 horas tras la microinyeccion
espermatica, permiten seguir un diagrama de flujo para cada embrién segun
ASEBIR, que indicar4 la calidad del embrion y por tanto su potencial de
implantacion. Clasificandose los embriones segun ASEBIR en A (muy alta
capacidad de implantacién), B (alta capacidad de implantacién), C (baja

capacidad de implantacion) y D (muy baja capacidad de implantacion).

También deben decidir para los 3 primeros proyectos (embriones dia 2 y
dia 3) que dos embriones debian ser transferidos y para los 2 ultimos proyectos
(embriones dia 5) que embrion debia ser transferido. Para aquellos embriones
gue decidian no transferir, los centros debian decidir si los crioconservarian o los

descartarian.

El grupo de interés de calidad de ASEBIR propone a un grupo de siete
expertos. El grupo de expertos se reune de forma presencial y anual para

analizar las imagenes de la misma manera que lo hacen los centros.

Para cada variable analizada se considera, la respuesta dada por la
mayoria de los centros y la respuesta consensuada por el grupo de expertos. La
respuesta consensuada del grupo de expertos es utilizada como el valor
verdadero. Aquellas caracteristicas embrionarias en las que el grupo de expertos

no llega a un consenso fueron eliminadas del estudio.

2.Variabilidad entre laboratorios en la evaluacion morfoldégica embrionaria

mediante time-lapse

Los centros participantes en este estudio fueron contactados mediante la
secretaria técnica de ASEBIR. Esta llevo a cabo una invitacion a todos sus
asociados, via e-mail, para la participacion en un ensayo piloto de CCExt.

Indicando que la participacion en este ensayo piloto seria voluntaria, por centro y
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siendo condicion indispensable disponer de alguna de las dos plataformas
evaluadas (Embryoscope o PrimoVision).

A cada centro participante se le enviaron tres proyectos en un dispositivo
USB. Cada proyecto incluia videos del desarrollo de entre 9-14 ovocitos hasta la
fase de blastocisto. Estos videos se realizaron a partir de imagenes tomadas
cada 5-20 minutos de 31 embriones para los usuarios de Embryoscope y 35
embriones para los usuarios de PrimoVision. Cada centro debia, en base a estos
videos, clasificar los embriones en dia 2, 3 y 5, siguiendo los criterios ASEBIR de
clasificacion embrionaria, y decidir, para cada proyecto, que embrion de dia 5
deberia ser transferido. Para aquellos embriones que decidian no transferir, los

centros debian elegir si los crioconservarian o los descartarian.

Al mismo tiempo se facilitaron instrucciones con explicaciones sobre el
funcionamiento del programa de control calidad y una base de datos para la
recogida de tiempos y otras caracteristicas morfoldgicas.

Se recogen los tiempos a los que ocurre: La extrusion del segundo
corpusculo polar (extrusion 2° CP), la aparicién (aparicion PN) y desaparicion
(desaparicion PN) de los pronucleos, cada una de las divisiones celulares (inicio
de t2, t2, t3, t4, t5, t6, t7, t8, t9), tiempo en el que alcanza la fase de morula
(tmérula), tiempo en el que aparecen los primeros signos de blastulacion (tsB),
tiempo en el alcanza la fase de blastocisto (tB), tiempo en el que comienza la

expansion (tBE), tiempo en el que inicia la eclosién (tBHi).

Las caracteristicas morfolégicas recogidas fueron: Anomalias ovocitarias:
Presencia de alguna caracteristica morfolégica anormal (agregados del REL,
vacuolas, inclusiones, anomalias del espacio perivitelino, anomalias de la zona
peltcida, anomalias en el corpusculo polar o en la forma del ovocito), nUmero de
pronucleos, fragmentacion celular, presencia de vacuolas, presencia de

multinucleacion y asimetria de las blastdmeras.

3.Influencia del tipo de producto a analizar en un programa de control de

calidad externo de citotoxicidad

Los datos analizados proceden del programa de CCExt de CT (afios
2013-2016) organizado por ASEBIR.
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En este programa se realiza un envio anual a los laboratorios
participantes de dos fungibles (muestras de medios de cultivo embrionario y
puntas de pipeta). Algunos de esos fungibles fueron tratados por la organizacion
de tal manera que resultasen toxicos. Los laboratorios participantes desconocen
totalmente el tratamiento aplicado a cada fungible. Los fungibles habian sido
previamente testados por la organizacion con el fin de confirmar su toxicidad o
no toxicidad. Todos los centros utilizaron para valorar la toxicidad de los
fungibles el test de supervivencia espermatica y debian responder para cada

fungible analizado si era téxico o no toxico.
4.Andlisis estadistico

Para los célculos anteriores, se utlizO el programa estadistico
AgreeStat2015 [Advanced Analytics, LLC (USA)]. Se utiliz6 una ponderacion
cuadratica cuando fue necesaria aplicarla en algdn parametro. Para expresar la
fuerza de concordancia para los estadisticos kappa y Gwet utilizamos los
siguientes intervalos: 0 “no hay acuerdo”, 0,01-0,20 “leve”, 0,21-0,40 “justo”,
0,41-0,60 “moderado”, 0,61-0,80 “substancial”’ y 0,81-1 “casi perfecto” (Landis y
Koch et al., 1977). Para una correcta interpretacion del acuerdo ponderado se
utilizaron los siguientes intervalos: 0.70-0.79 “pobre”; 0.80-0.89 “moderado”;
0.90-0.98 “fuerte”; 0.99-1.00 “casi prefecto” (Tworek et al., 2013).

Se consider6 un alto grado de acuerdo cuando sobre un embrion o cigoto

mas del 75% de los laboratorios coincidian en su clasificacién o decision clinica.

Para la comparacion de las diferentes variables cualitativas analizadas se
utilizoé el test de x? con una significacion del 5%. En caso de no cumplirse las

condiciones de validez de dicho test, se utiliz6 el test de Fisher.

Los datos obtenidos en control de calidad externo de tecnologia time-
lapse usando los criterios estandarizados de ASEBIR se analizan con el paquete
estadistico SPSS 19.0. Para cada tiempo analizado, se calcul6 el coeficiente de
variacion y el coeficiente de correlacion intraclase, junto con el correspondiente
intervalo de confianza al 95%. Los tiempos medios de cada evento de los
embriones analizados con cada plataforma se compararon por el test de Student.
Se utiliza el test de Chi cuadrado para comparar los datos categoéricos. Todas las

pruebas se realizaron con el nivel de significancia del 5%.
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Se analizé la sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo
(VPP), valor predictivo negativo (VPN) y acuerdo global de los bioensayos.

Se utilizé una representacion del espacio ROC para interpretar los datos

del test de supervivencia espermatica (TSE).

Para determinar si existia relacion entre el porcentaje de acierto al
analizar medios de cultivo y el obtenido al analizar puntas de pipeta, se calculé el

coeficiente de Correlacion de Pearson.
Resultados

1.Acuerdo y fiabilidad entre laboratorios y un panel de expertos en

evaluacién morfolégica embrionaria clasica

Respecto a la evaluacion morfolégica embrionaria, el valor de fiabilidad
obtenido entre laboratorios y el panel de expertos es sustancial (Gwet: 0.76; 95%
IC: 0.70-0.84). El acuerdo entre laboratorios y el panel de expertos fue méas alto
en los embriones de buena calidad que en los de calidad méas baja. Cuando se
observa multinucleacion o vacuolas, se obtienen bajos niveles de fiabilidad. En
blastocistos, la caracteristica que presenta las mayores discrepancias es la masa
celular interna. En la decision clinica sobre el embrion, la fiabilidad entre
laboratorios y el panel de expertos es moderada (Gwet: 0.51; 95% IC: 0.41-0.60).
Siendo mas baja cuando el destino del embrién era crioconservarse, que cuando

era transferirse o descartar.

2.Variabilidad entre laboratorios en la evaluacién morfolégica embrionaria

mediante time-lapse

Para los dos equipos time-lapse estudiados (EmbryoScope™ y Primo
Vision™) se observan dos periodos de alta variabilidad entre laboratorios en los
tiempos de los eventos del desarrollo embrionario. Se observa un pico de
variabilidad cuando los laboratorios deben determinar los primeros eventos del
desarrollo (extrusion del segundo corpusculo polar y aparicion de los pronucleos)
y un segundo pico entre los tiempos correspondientes a 8 células y al estadio de
morula. En la mayoria de las variables cualitativas analizadas se observa una
muy baja variabilidad entre centros, tanto en la evaluacion morfolégica clasica
como con los equipos time-lapse, excepto para falsa divisibn, vacuolas y

asimetria (utilizando todos los métodos) y multinucleacion (para los usuarios de

11
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Primo Vision™), donde esta variabilidad fue mas alta. La variabilidad entre
laboratorios en catalogacion embrionaria segun criterios ASEBIR, toma valores
de Gwet moderados-sustanciales (Gwet 0.41-0.80) para los usuarios de
evaluacion morfoldégica embrionaria clasica (EMEC) y EmbryoScope™, y bajos-
moderados (Gwet 0.21-0.60) para usuarios de Primo Vision™. La variabilidad
entre laboratorios para decision clinica fue superior (Gwet 0.41-0.60) en dia 5
para usuarios de EMEC que la obtenida para usuarios de equipos time-lapse
(Gwet 0.81-1).

3.Influencia del tipo de producto a analizar en un programa de control de
calidad externo de citotoxicidad

De manera global e independientemente del producto analizado en la
evaluacion de fungibles en el programa de CCExt de CT se observo que la S
(0.93 y 0.87) para puntas y medios, respectivamente, fue superior a la E (0.79 y
0.76), y que el VPN fue superior (0.92 y 0.90) que el VPP (0.82y 0.71).

Al comparar los resultados segun el material utilizado, observamos de
manera global que se obtienen parametros de rendimiento diagndstico similares
con ambos materiales, excepto en el VPP que result6 significativamente mas alto
al utilizar puntas de pipeta que medios de cultivo (0,82 [0,77-0,87] vs 0,71 [0,66-
0,76], p<0.05)

Al analizar las respuestas de los laboratorios por numero de
participaciones en el programa de CCExt de CT de ASEBIR, se observo que en
la primera participacion evaluando medios de cultivo, los resultados obtenidos
son mas bajos en Sy E, que los obtenidos en la primera participacion evaluando
puntas de pipeta. Sin embargo, en las siguientes participaciones, con mas

experiencia, los resultados en S y E son similares entre ambos productos.

No se observé una correlacion significativa entre el porcentaje de aciertos
de un laboratorio en medios de cultivo y el de aciertos en puntas de pipeta
(r=0.026).
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Discusion
Acuerdo y fiabilidad entre laboratorios y un panel de expertos en

evaluacion morfolégica embrionaria clasica

El alto grado de acuerdo observado en este estudio, es similar al
observado en este mismo programa, previo a la incorporacion de la catalogacion
estandarizada (Ruiz de Assin et al., 2009). Sin embargo, la tendencia a un mayor
desacuerdo entre laboratorios y el panel de expertos en los embriones tipo D,
podria deberse a la mayor dificultad en el uso de un sistema de catalogacion

embrionaria de cuatro categorias.

La fiabilidad “casi perfecta” obtenida en la evaluacién de la fragmentacion
embrionaria, es superior a la publicada hasta el momento (Arce et al., 2006;
Paternot et al., 2009, 2011). Esto podria deberse al tipo de imagenes analizadas,
ya que en el estudio de Arce et al. (2006) no se utilizaron el mismo tipo de
imagenes en los dos grupos de estudio, al contrario de lo que ocurre en este
trabajo. Otra causa, podria ser el diferente nimero de categorias utilizadas en
ambos estudios para valorar la fragmentacion. En nuestro estudio se utilizan dos
categorias para valorar fragmentacion mientras que en el estudio de Arce et al.
(2006) se utilizan seis categorias para evaluar la misma caracteristica, lo que

podria llevar a un menor grado de fiabilidad al analizar fragmentacion.

Al analizar presencia/ausencia de multinucleacion o de vacuolas en
embriones en estadio de células y la catalogacion de blastocistos entre
laboratorios y un panel de expertos mediante EMEC se obtuvo un porcentaje de
acuerdo ponderado casi total entre laboratorios y el panel de expertos, asi como
una elevada fiabilidad, mientras que al utilizar el coeficiente kappa (k) para medir
la fiabilidad, este fue moderado. Esta paradoja de obtener elevados porcentajes
de acuerdo con k bajas es debida al analisis de poblaciones muy homogéneas.
Esto provoca que el acuerdo obtenido se deba al azar y no ofrezca ninguna
garantia de que los embridlogos puedan identificar, estas alteraciones en el

embrién.

Los resultados obtenidos de fiabilidad y acuerdo en catalogacion de
embriones son superiores a los publicados anteriormente (Arce et al., 2006;
Baxter Bendus et al., 2006; Paternot et al., 2009; Storr et al., 2016). Esto podria
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deberse al diferente disefio de nuestro estudio (en el que la categoria elegida por
la mayoria de laboratorios se comparo con la asignada por un panel de expertos)
en comparacion con el disefio empleado por otros investigadores (variabilidad

interobservador).

En la catalogacion de blastocisto, se observan altos valores globales de
fiabilidad y acuerdo. Sin embargo, observamos al igual que Storr et al., (2017),
niveles bajos de fiabilidad entre observadores en la evaluacion de la MCI.
Nosotros, al tener en cuenta cada categoria, observamos que la baja fiabilidad

obtenida es debida principalmente a las MCI de mala calidad.

Con respecto al destino final del embrién, la baja fiabilidad y acuerdo
observados, especialmente en la decision de crioconservar embriones, en
comparacion a los valores de fiabilidad y acuerdo encontrados en catalogacion
embrionaria, podria deberse a las diferentes politicas de transferencia y

crioconservacién propias de cada centro.

La relativa poca fiabilidad observada en el destino del embrién en dia 5,
en comparacion con lo publicado por Storr et al. (2016), podria ser debido a que
nuestro programa considera tres opciones de respuesta (transferencia,
crioconservar o descartar) mientras que Storr et al. (2016) consideran sé6lo dos

(transferencia o no de transferencia).

Una de las limitaciones de nuestro trabajo es que no disponemos de
informacion sobre el nivel de experiencia de los embriélogos que participan en el
CCExt. Otra posible limitacion es que la participacion en el programa de CCExt
de ASEBIR es voluntaria.

Variabilidad entre laboratorios en la evaluacion morfoldégica embrionaria

mediante time-lapse

Nuestros resultados, tras analizar los datos de un ensayo piloto de CCExt
de EME mediante time-lapse, parecen confirmar la dificultad existente en la
determinacién de los tiempos a los que ocurren algunos eventos embrionarios
debido a la posibilidad de marcar los eventos en distintos momentos (inicial,
medio o final), observandose un pico de variabilidad entre laboratorios al analizar

eventos que tardan mas tiempo en producirse
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Otro pico de variabilidad se observa a partir del estadio de 8 células,
posiblemente porque las células estdn mas préximas entre si haciendo mas
dificil su contaje y porque en estos momentos suele comenzar el proceso de

compactacion.

El alto grado de acuerdo entre laboratorios, observado al analizar
mediante time-lapse los eventos de morfocinética coincide con los publicados
por Sundvall et al. (2013). En nuestro estudio, la validez de esta conclusion se
vio reforzada por la participacion de 24 laboratorios, comparado con los tres

observadores del mismo laboratorio estudiados por Sundvall et al. (2013).

Tras comprobar los resultados del ensayo piloto de EME mediante time-
lapse con los obtenidos en el programa de CCExt de EMEC, no se observo un
aumento en el nivel de acuerdo entre laboratorios usuarios de equipos time-
lapse frente a los usuarios de EMEC, en la evaluacion de ninguna caracteristica
morfologica ni en clasificacion de embriones segun los criterios ASEBIR. Este
resultado inesperado, podria deberse en parte, a que muchas caracteristicas
morfolégicas embrionaria son transitorias y los criterios para evaluar dichas
caracteristicas no estan bien definidos actualmente para las plataformas time-
lapse (Hardarson et al., 2006; Chavez et al., 2012).

Entre los usuarios de Primo Vision™ el grado de acuerdo fue
significativamente menor en la evaluacion de fragmentacién y multinucleacién
posiblemente por limitaciones técnicas de esta plataforma Por este motivo
cualquier nueva tecnologia de seleccion de embriones debe ser evaluada antes
de su incorporacion a los laboratorios de reproduccion asistida (Lundin y
Ahlstrom, 2015; Harper et al., 2012).

No se observa una disminucion en la variabilidad entre laboratorios en la
evaluacion de asimetria entre usuarios de equipos time-lapse y EMEC. Estos
resultados podrian explicarse porque, a pesar de que los equipos time-lapse
disponen de herramientas para medir el didmetro celular, no todos los
laboratorios las utilizan, no todos los laboratorios emplean la misma definicion de

asimetria y que la asimetria puede ser transitoria (Aparicio-Ruiz et al., 2016).

La variabilidad entre centros en decisiéon clinica es menor entre usuarios

que utilizan equipos time-lapse. Este puede deberse a la baja variabilidad
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observada en caracteristicas morfologicas, que solo pueden ser observados por
time-lapse (Kirkegaard et al., 2012, Ciray et al., 2014), y que han sido
relacionadas con una baja calidad embrionaria (Rubio et al., 2012; Athayde
Wirka et al., 2014; Liu et al., 2015).

Algunos autores han sugerido que el uso de algoritmos basados solo en
eventos morfocinéticos debe complementarse con la observacion de
caracteristicas morfolégicas clasicas, ya sea con equipos time-lapse (Aparicio-
Ruiz et al., 2016) o por EMEC (Kieslinger et al., 2016). Sin embargo, nuestros
resultados muestran que esta practica sigue presentando variabilidad entre
laboratorios.

Los resultados de nuestro estudio muestran que los laboratorios de
embriologia tienden a estar mas de acuerdo en la evaluaciéon de embriones de
baja calidad que en los de alta calidad y en los embriones que deben descartase
més que en los que deben transferirse, independientemente de la técnica de
evaluacion embrionaria utilizada, estos resultados coinciden con los publicados
por Arce et al. (2006) y Castilla et al. (2010) para los usuarios de EMEC.

Existen distintas limitaciones en este estudio. Los embriones evaluados
por cada método son diferentes y han estado sometidos a diferentes condiciones
de cultivo. Sin embargo, los tiempos de desarrollo de los embriones analizados

fueron similares para cada una de las plataformas.

Otra limitacién es que se desconocen las tasas de implantacion de los
embriones evaluados y, por tanto, no se ha podido determinar, si la variabilidad
entre laboratorios, observada en este estudio, en decision clinica y en
catalogacion embrionaria puede reducir la efectividad de los ciclos de
reproduccion asistida. Por ultimo, no se puede descartar la posibilidad del sesgo
de participacion ya comentada en el estudio anterior.

Influencia del tipo de producto a analizar en un programa de control de

calidad externo de citotoxicidad

En nuestro estudio, se observa una tendencia a obtener resultados de S,
E, VPP y VPP analizando puntas de pipeta, superiores a los publicados por
Castilla et al. (2010). Esto podria deberse a que, en los afios incluidos en nuestro

estudio, los centros participantes solo utilizaron el TSE como test y solo analizan
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un tipo de material (puntas de pipeta), al contrario de lo que ocurria en el
programa de CCExt cuando fue analizado por Castilla et al. (2010), en los que
los centros emplearon diferentes métodos de evaluacion y se analizaron diversos

tipos de materiales toxicos.

Los resultados en S, E, VPP y VPN obtenidos en nuestro estudio
analizando medios de cultivo son inferiores a los observados en el programa de
CCExt de CT de la asociacion americana de bioanalistas (AAB) (AAB, 2017).
Estas diferencias podrian deberse a una diferente manipulacién de los medios
de cultivo para convertirlos en toxicos en los dos programas de CCExt de CT

analizados.

Los laboratorios participantes detectan mejor los productos citotéxicos que
los que no lo son. Desde un punto de vista clinico parece menos perjudicial
equivocarse clasificando fungible no téxico como téxico que un fungible téxico
como no téxico. Esta tendencia coincide con la observada por otros trabajos
(Castilla et al., 2010; AAB, 2017).

Los mismos laboratorios son mas eficaces detectando toxicidad en puntas
de pipeta que en medios de cultivo, estas diferencias pueden estar relacionadas
con el método utilizado por los laboratorios para evaluar la CT de los fungibles.
Cuando se evaltan puntas de pipeta, los espermatozoides control se encuentran
en el mismo medio de cultivo que los espermatozoides que estan bajo la
influencia de la toxicidad de las puntas de pipeta. Sin embargo, cuando se
evalian medios de cultivo los espermatozoides control se encuentran en un
medio diferente al que se encuentran los espermatozoides incubados con el

medio problema.

Otra posible causa podria ser que las condiciones de los fungibles durante
el transporte, almacenamiento y manipulacion en los laboratorios hasta su uso,
afecte mas negativamente a los medios de cultivo que a las puntas de pipeta
(Nijs et al., 2009; Swain et al., 2012;).

En nuestro trabajo no hemos ajustado por la experiencia previa de los
centros en TSE, pero el hecho de no haber observado relacion entre el

porcentaje de aciertos en un laboratorio con medios de cultivo y puntas de pipeta
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sugiere, que las diferencias observadas se deben mas al tipo de producto que a
un factor de laboratorio.

Conclusiones

1. La evaluacion mediante morfologia clasica de embriones sin anomalias
morfolégicas se realiza de forma fiable en los laboratorios de embriologia.
Cuando se observan diferencias entre centros y expertos, se deben a la
presencia de vacuolas o multinucleacién en embriones en estadio de células y a

masas celulares internas de baja calidad en estadio de blastocisto.

2. Es necesario mejorar la formacion de los embridlogos clinicos en la
evaluacion de estas caracteristicas morfolégicas al utilizar los métodos clasicos

de evaluacion embrionaria.

3. Deberian analizarse las politicas de transferencia embrionaria de los
centros con el fin de lograr niveles mas altos de acuerdo respecto al destino final
del embribn cuando es evaluado con métodos morfolégicos clasicos,

especialmente cuando el destino final de los embriones debe ser crioconservar.

4, La variabilidad entre laboratorios en la determinacion de los tiempos a los

gue ocurren los eventos embrionarios depende de la duracién del evento.

5. Los equipos time-lapse han disminuido la variabilidad entre laboratorios en
la decision clinica tomada sobre embriones. Sin embargo, no han modificado la

variabilidad existente entre laboratorios en la catalogacion de embriones.

6. Es necesario estandarizar la interpretacion de las alteraciones
morfoldégicas embrionarias observadas en equipos time-lapse antes de
incorporar estas caracteristicas a los algoritmos diagndsticos que utilizan dichos

equipos.

7. El tipo de fungible empleado en los controles de calidad externos de
citotoxicidad del laboratorio de reproduccion humana asistida influye en los

resultados de estos.

8. La utilizacién de puntas de pipeta como fungible en un programa de
control de calidad externo de citotoxicidad es facil logisticamente y permite

obtener resultados validos en dichos programas. Sin embargo, no permite
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analizar controles de calidad de otras caracteristicas (pH u osmolaridad) que
pueden afectar a la viabilidad de gametos y embriones.
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1. Técnicas de reproduccion asistida

La reproduccion asistida engloba un conjunto de técnicas (TRA)
encaminadas a facilitar la fecundacién del ovocito. Dentro de estas, se
encuentran la inseminacion artificial (I1A), la fecundaciéon in vitro (FIV) y la
inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI). En la mayoria de las
técnicas de reproduccion asistida es necesario realizar previamente,
tratamientos para la estimulacién de la ovulacién en la mujer, de tal manera que,
en vez de reclutar un solo ovocito por ciclo, se consigue el reclutamiento de
varios de ellos, permitiendo aumentar considerablemente, de este modo, la tasa
de éxito de las TRA. El seguimiento de la estimulacion ovérica se realiza
mediante ecografia ovarica via vaginal (inseminacion artificial) o acompafiado de

determinacién de niveles séricos de estradiol (FIV/ICSI).
1.1. Inseminacién artificial

En la IA se deposita una alicuota de espermatozoides moviles, en el tracto

genital femenino.
Segun el tipo de semen utilizado la 1A puede denominarse:
- Inseminacion artificial conyugal (IAC).
- Inseminacién artificial de donante (IAD).
Segun el lugar donde se deposite el semen:
- intracervical
- intrauterina

- intratubérica.
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En IAC la muestra de semen, suele obtenerse por masturbacion el mismo
dia en que se realiza la inseminacion. En la IAD el semen se descongela el
mismo dia de la inseminacion, previa asignacién del donante, segun las

caracteristicas fenotipicas de la pareja.

La muestra de semen se debe procesar en el laboratorio antes de la
inseminacién con dos objetivos. Primero, aislar un alto porcentaje de
espermatozoides funcionales con una alta movilidad y sin anomalias
morfolégicas, de otros espermatozoides no viables, células y restos celulares
presentes en el semen. Segundo, eliminar el plasma seminal (asi como
prostaglandinas, agentes infecciosos y otras sustancias presentes en él) que

impediria la capacitacion espermatica.

Entre las técnicas mas utilizadas para seleccionar espermatozoides

moviles se encuentran los gradientes de densidad y el swim-up.
1.2. FIV/ICSI

La fecundacion en el laboratorio hace referencia a la fusion de los
gametos masculino y femenino y el seguimiento del cigoto generado a lo largo
de su desarrollo embrionario, normalmente hasta el dia quinto o sexto tras la
fecundacion. Segun el método de fecundacion podemos hablar de FIV

convencional o de ICSI.

Como se ha comentado anteriormente, para llevar a cabo estas TRA es
necesario realizar una estimulacion ovarica y posteriormente desencadenar la
ovulacion. Cuando, tras la estimulacion, los foliculos ovaricos han alcanzado un
tamafio de 17-18 mm se procede a desencadenar la ovulacibn mediante la

gonadotropina coridnica humana (hCG) o agonistas de la hormona liberadora de
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gonadotropinas (GnRH). A las 36 horas de la administracion de estas hormonas,
se procede a la aspiracion de los foliculos ovéaricos, mediante puncién folicular
ecoguiada. El liquido folicular es trasladado al laboratorio de embriologia, donde

se realiza la identificacion de los complejos cimulo-corona-ovocito (Figura 1).

Figura 1. Complejo cumulo-corona-ovocito.

A ASCTERL A A,

| CORONA
RADIATA

OvOoCITO

CELULAS
“ | >DELA
|| GRANULOSA

En funcién de la técnica que se vaya a emplear, FIV o ICSI, el tratamiento
del complejo cumulo-corona-ovocito sera diferente. En la FIV convencional se
cultiva cada complejo junto a una concentracion determinada de
espermatozoides, mientras que en la ICSI se decumulan los complejos y cada
ovocito sera microinyectado con un espermatozoide. A las 16-18 horas, se
comprueba la fecundacién, realizdndose la transferencia de los embriones al
Utero desde el segundo dia hasta el sexto desde que se inseminaron los
ovocitos. Los embriones sobrantes se crioconservan en nitrégeno liquido. Otro
modo de actuar es crioconservar todos los embriones para una posterior
transferencia en diferido, sin realizar transferencia en fresco (freeze-all) (Roque,
2015; Ozgur et al., 2017). En la Figura 2 se esquematizan las diferentes etapas

de laboratorio en FIV/ICSI.
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Figura 2. Resumen de las etapas de laboratorio en FIV/ICSI.
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1.3. Otras técnicas

En determinadas situaciones clinicas, se ha sugerido incorporar otras

técnicas de laboratorio al protocolo de FIV/ICSI clasico descrito. Entre estas,

tenemos la seleccion avanzada de espermatozoides, la eclosion asistida y el

PGT (test genético preimplantacional).

La seleccion de espermatozoides avanzada se realiza utilizando

microscopia optica de alta amplificacion (IMSI) o mediante técnicas biologicas

gue seleccionan espermatozoides con determinadas caracteristicas moleculares
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(receptores para acido hialurénico o aquellos que no expresen marcadores

apoptoticos).

La eclosién asistida, consiste en la realizacién de un orificio en la zona
peltcida del embrion que le facilite su abandono en el proceso de eclosion.
Dicho orificio puede realizarse mediante laser, de manera mecéanica o

guimicamente (&cido tyrode).

El PGT, consiste en biopsiar una o dos blastbmeras de un embrién
conseguido tras ICSI en D+3, o un conjunto de células del trofoblasto cuando el
embrion estd en estadio de blastocisto, para determinar su contenido
cromosOomico mediante técnicas de hibridacion genémica comparativa (CGH) o
next generation sequencing (NGS) (Bono et al., 2015), o analizar su contenido
génico mediante técnicas de biologia molecular (reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), NGS, etc). Dependiendo de la anomalia genética que se
pretenda determinar, la técnica se denominard PGT-A (para aneuploidias), PGT-
SR (para reordenamientos estructurales cromosoémicos) o PGT-M (para defectos
monogénicos) (Zegers-Hochschild et al., 2017). Para obtener la biopsia se
realiza una apertura en la zona pellcida del embrion del mismo modo que el
indicado anteriormente para la eclosiéon asistida. También se puede biopsiar el
primer o segundo corpusculo polar, con el objeto de analizar su informacion

genética.

Otra indicacion de las técnicas de reproduccion asistida es satisfacer los
deseos reproductivos de parejas con enfermedades infecciosas transmisibles
(VIH, hepatitis C, etc), para reducir al minimo el riesgo de contagio del otro
miembro de la pareja o de la descendencia. En caso del varon seropositivo, a

veces, es necesario realizar una doble preparacion del semen en el laboratorio
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(gradientes de densidad y después swim-up) y analizar la carga viral en esta

muestra preparada.
1.4. Vitrificacidén ovocitaria y embrionaria

Actualmente, la crioconservacion embrionaria ha mejorado notablemente
sus resultados, debido a que la vitrificacion proporciona mejores tasas de
supervivencia embrionaria y gestacion que la congelacion lenta tradicional (Li et
al., 2014; Bebrock et al., 2015; Rienzi et al., 2017). Ademas, los datos que se
desprenden de diferentes estudios sobre el huso meidtico de ovocitos
descrioconservados con diferentes protocolos de crioconservacion sugieren que
la vitrificacibn es el método menos perjudicial para el posterior desarrollo
embrionario (Larman et al., 2007; Cobo et al., 2008; Martinez-Burgos et al.,

2011).

La principal ventaja de la vitrificacion es la ausencia de formacion de
cristales de hielo. Este método se basa en la solidificacién de los solutos a baja
temperatura, mediante el aumento extremo de la viscosidad durante el
enfriamiento répido. Los protocolos lentos de congelacion se basan en
disminuciones graduales de temperatura (-0,3°C/minuto) para que la formacién
de cristales de hielo sea fuera de la célula. Sin embargo, de esta manera la
cantidad de agua del interior celular sé6lo se reduce de un 70% a un 30%, con lo

gue aun se pueden forman cristales de hielo en el interior celular.

En cambio, la vitrificaciébn, depende de un descenso rapido de la
temperatura 23.000°C/minuto y una alta viscosidad de los crioprotectores, con lo
gue se evita la formacion de cristales en el interior de las células (Al-Hasani et

al., 2007; Cobo et al., 2007). La alta osmolaridad del medio de vitrificacién
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deshidrata rapidamente la célula y su inmersion en el nitrdgeno liquido vitrifica la
célula antes de que el agua intracelular restante tenga tiempo de formar cristales

de hielo perjudiciales. El resultado es que la célula queda en un estado vitreo.

Los estudios de seguimiento de nifios nacidos de ovocitos y embriones
vitrificados por diversos métodos (Liu et al.,, 2013; Cobo et al., 2017), han

demostrado la seguridad de esta técnica.

2. Evaluacién morfoldgica clasica de ovocitos y embriones

2.1. Evaluacién ovocitaria

Los ovocitos recuperados de pacientes sometidas a tratamiento de
estimulacién ovérica para realizar TRA pueden encontrarse en diferentes etapas
del desarrollo mei6tico. Sélo los ovocitos que se encuentran en el estadio celular
de metafase Il (morfolégicamente se observa que ha extruido el primer
corpusculo polar) son utilizados para ICSI. En cambio, los ovocitos en fase
celular metafase | (no se observa el primer corpusculo polar extruido) o profase |
(se observa una vesicula germinal) no pueden ser utilizados para ICSI. Mas de la
mitad de los ovocitos recuperados en un ciclo de estimulacién ovarica muestran
una o mas caracteristicas morfologicas alteradas (Ten et al., 2007; Tejera et al.,

2011; Magli et al., 2012).

Estas alteraciones morfolégicas se pueden subdividir en citoplasmaticas o
extracitoplasmaticas. Las primeras incluyen: granulosidad localizada en el centro
del ovocito, agregacion del reticulo endoplasmico liso, vacuolizacién y presencia
de inclusiones citoplasmaticas como cuerpos refringentes: cuerpos necroticos o
picnéticos. Estas anormalidades reflejarian defectos intrinsecos del ovocito en

detrimento de su viabilidad. Las segundas incluyen: Restos celulares en el
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espacio perivitelino, anomalias de la zona pelldcida, espacio perivitelino
aumentado y alteraciones del primer corpusculo polar (fragmentacién y tamafio).
A veces, la morfologia del ovocito puede reflejar anomalias genéticas. Por esta
razén se aconseja no inseminar los ovocitos gigantes (>200um de didmetro) ya
gue suelen contener un set de cromosomas adicional generando fecundaciones

anomalas (Hurtado de Mendoza et al., 2015).

Queda aceptada la definicion morfolégica de un ovocito maduro éptimo,
como aquel que ha de tener una forma redondeada, envuelto por una zona
pelicida clara y uniforme con un grosor de alrededor de 20 um, citoplasma
translucido y libre de inclusiones, y con un corpusculo polar de tamafio apropiado
(Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of

Embryology, 2011) (Figura 3).

Figura 3. Esquema de un ovocito en metafase 1l con buena morfologia.
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Aunque algunos autores han reportado mayores tasas de embarazo en
pacientes con transferencia de embriones procedentes de ovocitos normales
morfolégicamente frente a pacientes con transferencia de embriones
procedentes de ovocitos con alteraciones citoplasmaticas (Alikani y Cohen,
1995; Krisher, 2004; Reader et al., 2017), la revision bibliografica realizada

revela una gran disparidad en estos resultados (Alikani y Cohen, 1995; De Sutter
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et al., 1996; Loutradis et al., 1999; Figueira et al., 2010; Rienzi et al., 2011). El
estado actual del conocimiento sobre parametros morfolégicos del ovocito no
permite establecer la importancia de dichos parametros. Los ovocitos obtenidos
tras un ciclo de estimulacion no pueden mejorarse y todos serdn microinyectados
con el fin de maximizar la posibilidad de tener embriones utiles. Por esto, la

valoracion morfologica de los ovocitos no es una practica muy extendida.
2.2. Evaluacion del cigoto

La valoracion del cigoto se realiza principalmente mediante la evaluacion
de parametros morfologicos de los prondcleos masculino y femenino, asi como
de sus precursores nucleolares. De forma generalizada se ha propuesto que
esta observacidon se realice tras 16-18 horas postinseminacién (Dia 1) (Alpha
Scientists In Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of
Embryology, 2011; Hurtado de Mendoza et al., 2015). Sin embargo, algunos
autores recomiendan retrasar dicha observacion entre 1,5 y 2 horas en los
ovocitos inseminados mediante FIV (ESHRE Special Interest Group of

Embryology and Alpha Scientists in Reproductive Medicine, 2017) (Figura 4).

FIGURA 4. Esquema de un cigoto.
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Los acontecimientos que se han podido observar en el ovocito tras una
fecundacion normal mediante ICSI se describen a continuacion. Tras realizar la
ICSI el ovocito muestra “ondas” circulares de granulacién en el ooplasma con
una periodicidad de 20 a 50 minutos. Durante esta fase de granulacion, la
cromatina del espermatozoide se descondensa. A continuacion, el segundo
corpusculo polar es extruido y el pronucleo masculino se forma en la zona
central del ovocito. Acto seguido se forma el prondcleo femenino que migra hacia
la zona central del ovocito para encontrarse con el prontcleo masculino. Ambos
pronucleos aumentan su tamafio y los precursores nucleolares se desplazan por

el interior de cada pronucleo para alinearse y quedar enfrentados.

Como hemos comentado, las clasificaciones embrionarias del cigoto
publicadas consideran principalmente el aspecto de los pronucleos (PN) y de los
precursores nucleolares (NPB) (Tesarik y Greco, 1999; Tesarik et al., 2000;
Scott, 2000). En relacién a los PN se valora la simetria (iguales o desiguales),
posicién (adyacentes o separados), y localizacion en el citoplasma (centrales o
no). Los NPB se clasifican en cuanto a numero, simetria (tamafio similar) y
localizacion (situados en la mitad proxima al PN adyacente o polarizados, es

decir, cercanos a la membrana puesta al PN adyacente).

Estas clasificaciones fueron evaluadas por otros autores, aunque con
pequefias adaptaciones, relacionandola con calidad embrionaria (Wittemer et al.,
2000; Arroyo et al., 2007), ritmo de division y desarrollo hasta blastocisto (Lan et
al., 2003; Balaban et al., 2004), implantacion (Lan et al., 2003; Balaban et al.,
2004) y gestacion (Wittemer et al., 2000; Lan et al., 2003; Balaban et al., 2004;
Montag et al., 2011). Por el contrario, otras publicaciones no hallan ninguna

relacion entre esta catalogacion y el ritmo de division (James et al. 2006; Aydin
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et al., 2011), el desarrollo hasta blastocisto (Guerif et al.,, 2007) o la tasa de
implantacion y gestacion (James et al. 2006; Arroyo et al., 2007; Brezinova et al.,

2009).

Respecto a la morfologia del citoplasma se evalla la presencia de un halo
citoplasmatico, el cual se produce en parte, por la redistribucion de las
mitocondrias alrededor de los prondcleos. Esto origina un anillo claro en la
periferia del ooplasma. Diferentes publicaciones concluyen que la presencia de
este halo es una caracteristica positiva, siempre y cuando no sea excesiva
(Salumets et al., 2001; De Placido et al. 2002; Zollner et al., 2002; Balaban y

Urman, 2006).

Como hemos visto, no se ha encontrado consenso en la bibliografia
cuando se trata de relacionar los distintos patrones pronucleares con las tasas
de implantacién, aunque hay tres caracteristicas morfolégicas que si parecen
tener relacion con bajas tasas de implantacion o con mala morfologia

embrionaria:
» Un solo precursor nucleolar en un pronucleo.
* Pronucleos separados.
* Pronucleos de tamanio desigual.

La presencia de estas caracteristicas se ha relacionado ademas con
mayores tasas de aneuploidias y alteraciones en la dotacion cromosomica del

embrion (Hurtado de Mendoza et al., 2015).
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2.3. Evaluacién embrionaria

La valoraciéon morfologica del preembrion ha constituido tradicionalmente
la base de la determinacion de la calidad embrionaria. Para realizar esta
valoracion el embrion se observa la presencia de division temprana (DT) entre
las 25-27 post ICSI (Dia 1), también se observa en el intervalo de 43-45 horas
post inseminacion (Dia 2) y 67-69 post inseminacion (Dia 3) (Hurtado de

Mendoza et al., 2015).

Se puede realizar una segunda evaluacién embrionaria en dia 1 del
desarrollo, a las 25-27 horas post-inseminacion para evaluar la presencia o
ausencia de los pronucleos y/o la division temprana a dos células (Alpha
Scientists in Reproductive Madicine and ESHRE Special Interest Group of

Embryology, 2011).

La relacion entre los embriones con DT y la calidad embrionaria (Lundin et
al., 2001; Rienzi et al., 2005; Ciray et al., 2006), el desarrollo hasta blastocisto
(Fenwick et al., 2002; Neuber et al., 2003; Guerif et al., 2007), la viabilidad
embrionaria (Shoukir et al., 1997; Salumets et al., 2003) y la tasa de implantacion
(Rienzi et al., 2005; Ciray et al., 2006) son controvertidas. Ademas, en el caso de
las tasas de gestacion, algunos autores han relacionado la DT con un aumento
de esta tasa, tanto en FIV (Shoukir et al., 1997) como en ICSI (Ciray et al.,
2005), en otras publicaciones no se confirma esta relacion (Emiliani et al., 2006;

Sundstrom y Saldeen, 2008; De los Santos et al., 2014).

Por tanto, el uso de este parametro parece no relacionarse con la tasa de

implantacion ni la tasa de recién nacidos, por lo que se usa como un criterio
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adicional Unicamente cuando la calidad embrionaria es subéptima (De los Santos

et al., 2014).

En morfologia embrionaria clasica, los criterios mas utilizados para
catalogar los embriones en dia 2 y 3 del desarrollo, segin su potencial de
implantacion son: numero de células y ritmo de divisién, simetria celular y
sincronia de divisibn celular, porcentaje y tipo de fragmentacion celular,
visualizacion de nucleos y grado de multinucleacién y presencia de vacuolas. En
menor medida también se usan como criterios para valorar el potencial de
implantacion: presencia de anillo acitoplasmatico, pitting o moteado, formas de
las blastbmeras, morfologia de la zona pelicida y el grado de

compactacion/adhesion temprana.

Numero de células vy ritmo de division

La cinética de division embrionaria hace referencia al nimero de células
gue se pueden observar en el embrién en sus diferentes estadios de desarrollo.

Estos valores esperados quedan reflejados en la Tabla 1.

Tabla 1. Cinética del desarrollo embrionario 6ptimo post-inseminacion esperada

en FIV/ICSI usando evaluacion clasica (Hurtado de Mendoza et al., 2015).

Cigoto 16-18 horas 2 prondcleos
2 células estadio
Divisién temprana 25-27 horas especifico
4 células estadio
Dia 2 43-45 horas especifico
8 0 7 células
Dia 3 67-69 horas estadio especifico
Dia 4 90-94 horas Mérula
Blastocisto
Dia 5 114-118 horas temprano
Blastocisto
Dia 6 136-140 horas expandido
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Simetria de las blastbmeras

El tamafio de las blastbmeras también es un factor Gtil para estudiar el
potencial de desarrollo e implantacion de los embriones (Hardarson et al., 2001).
Una division desigual origina blastomeras de diferente tamafio con distinta
distribucion del material genético, lo cual repercute negativamente en el potencial
de implantacion (Steer et al., 1992; Van Blerkom et al., 2000; De Placido et al.,
2002; Hnida et al., 2004). Segun Hardarson et al. (2001), un preembrion de 4
células con divisién asimétrica es aquel en el que la diferencia entre el diametro
de las blastbmeras mayor y menor supera el 20%. En la figura 5 se muestra un

esquema de un embrién que presenta asimetria entre sus blastbmeras.

Figura 5. Asimetria en la division celular embrionaria. La figura 5.A muestra un
embrion en el que existe una diferencia de volumen del 20% entre sus
blastémeras. En la figura 5.B se superponen 2 blastémeras con una diferencia

de tamafo del 20%. (Hurtado de Mendoza et al., 2015).

No obstante, a veces la asimetria entre blastbmeras puede ser normal,
pues se debe a una asincronia en la divisién celular. En la Figura 6 se muestra la
asimetria embrionaria que corresponde con asincronia en la division celular para

embriones en dia 2 y dia 3 (Holte et al., 2007).
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Otro aspecto de la division celular que se puede evaluar en el embrién en
dia 2 es el plano de division de las blastomeras. El embrion presentara una
determinada disposicion de las blastdmeras en funcién de la orientacion de los

planos de division para pasar de 2 a 4 células (Figura 7).

Figura 6. Embriones con asimetria entre sus blastbmeras por asincronia en la

division celular.
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Figura 7. Planos de division embrionaria.
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Holte et al. (2007) encontraron mayores tasas de implantacion cuando los
planos de la segunda division son perpendiculares entre si, como se muestra en
la figura 7.A. En la figura 7.B y 7.C los planos de la segunda divisién celular son
paralelos entre si, y perpendiculares (7.B) o paralelos (7.C) al plano de la

primera division celular.

Porcentaje vy tipo de fragmentacién celular

Es necesario evaluar el tamafo, distribucibn y porcentaje de

fragmentacion citoplasmatica.

Lo primero, es saber distinguir una blastémera de un fragmento
citoplasmatico. Johansson et al. (2003) determind el diametro normal de las
blastémeras, resultando de 65-70 uym en dia 2 y algo menor en dia 3 (55-60 um).
Ademas del tamafio, la caracteristica fundamental para identificar una
blastobmera sera la presencia de uno o varios ndcleos. Sin embargo, aunque un
fragmento es una estructura formada por citoplasma delimitado por una
membrana, es una estructura anuclear y con un tamafio inferior a 45 ym en dia 2

y 40 en dia 3 (Prados et al., 2012).

En lo que respecta al tamafio y distribucion de los fragmentos, son los de
gran tamafo y los repartidos por todo el embrion los que mayor influencia
negativa tienen sobre la tasa de implantacién (Alikani y Cohen, 1995; Alikani et
al., 2000). Respecto al porcentaje de fragmentacion, no repercute en la tasa de
implantacion si es inferior al 20-25% (Ziebe et al., 1997; Van Royen et al., 1999;

Alikani et al., 2000; Hardarson et al., 2001; Racowsky et al., 2003).

38



Avances en el control de calidad externo en el laboratorio de embriologia clinica

Visualizacién de nucleos v grado de multinucleacién

La multinucleacién se define como la presencia de mas de un nucleo en al

menos una de las blastomeras de un embrién (Hurtado de Mendoza et al., 2015).

Mientras que la visualizacion de un nucleo Unico por blastomera es un
buen predictor del potencial de implantacion, la presencia de blastdmeras
multinucleadas implica bajo potencial de implantacién y aumento en la tasa de
aborto (Meriano et al., 2004; Saldeen y Sundstrém, 2005; Cuadros et al., 2011).
Ademas, la multinucleacién se correlaciona de forma directa con el incremento

en la tasa de anomalias cromosomicas embrionarias (Hardarson et al., 2001).

A pesar de la importancia que tiene la observacion del nimero de nucleos
por blastomera, esta observacion es dificil debido a que los nucleos no estan
presentes durante todo el desarrollo embrionario, si no que aparecen y
desaparecen en funcién de la fase mitética de la blastomera. El desarrollo del
embrion también dificulta la observacion de ndcleos, ya que cada vez hay un
mayor numero de blastbmeras y estas van siendo mas pequefias. Estas
dificultades, generan variaciones significativas de la valoraciéon del grado de
nucleacién entre observadores como comentaremos posteriormente (Arce et al.,

2006; Paternot et al., 2009).

Aunque se han publicado nacimientos de niflos sanos (Fauque et al.,
2013), las sociedades cientificas recomiendan no seleccionar los embriones
multinucleados para transferir, si existen embriones no multinucleados (Alpha
Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of

Embryology, 2011).

39



Introduccion

Presencia de vacuolas

Las vacuolas se definen como inclusiones citoplasmaticas rodeadas de
membrana y rellenas de un fluido virtualmente idéntico al del espacio perivitelino.
La presencia algunas vacuolas de tamafio pequefo (5-14 um) no compromete el
desarrollo embrionario, al contrario de lo que ocurre cuando la vacuolizacion es

muy extensa (Prados et al., 2012).

Sin embargo, como ocurria con la multinucleacién, es dificil cuantificar el
grado de afectacion por vacuolas que presenta un embrién, ya que no solo varia
el nimero sino también el tamafio de éstas a lo largo del desarrollo embrionario

(Hurtado de Mendoza et al., 2015).
2.4. Evaluacion de blastocistos

El cultivo de embriones hasta estadio de blastocisto es una técnica no

invasiva de seleccion embrionaria que puede contribuir a una mejor seleccion.

El desarrollo embrionario se encuentra sujeto a los transcritos de origen
materno hasta dia 3, momento a partir del cual se activa el genoma embrionario.
Unicamente cultivando los embriones hasta estadio de blastocisto podremos

identificar aquellos embriones con bloqueo de desarrollo en dia 3.

El estado del embrién en dia 5 6 6 de desarrollo puede variar desde una
etapa mas retardada de compactacion hasta una etapa mas avanzada de
blastocisto expandido. La calidad de este ultimo se determina por la formacion
de una cavidad diferenciada rellena de liquido (blastocele), la capa de células
externas que rodean a esta cavidad (trofoectodermo) y el conjunto de células

internas que conforman la masa celular interna (MCI) (Figura 8).
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Figura 8. Esquema de un blastocisto expandido.

TROFOECTODERMO

INTERNA

Actualmente, existe cierta controversia sobre que variable es la mejor para
definir el potencial de implantacion, si el grado de expansion del blastocele
(Lagalla et al., 2015; Richardson et al., 2015), el tamafio de la masa celular
interna (Richter et al., 2001) o las caracteristicas del trofoectodermo (Ahlstrom et
al., 2011; Hill et al., 2013). Aungue los tres parametros han demostrado su
relacion con el potencial de implantacion y la tasa de nacido vivo (Van den
Abbeel et al., 2013), sélo el trofoectodermo parece ser un predictor
estadisticamente significativo de nacidos vivos tras ajustar por distintos factores
de confusion. Aunque la MCI es importante, un trofoectodermo cohesionado es
esencial en esta etapa embrionaria, permitiendo la eclosién exitosa y la

implantacion (Ahlstrom et al., 2011).
2.5. Sistemas de catalogacién embrionaria

Numerosos sistemas de catalogacion embrionaria han sido creados
teniendo en cuenta diversos aspectos de los comentados anteriormente, con la
finalidad de clasificar los embriones en funcion de su potencial de implantacion
(Cummins et al., 1986; Hill et al., 1989; Steer et al., 1992; Giorgetti et al., 1995;

Bras et al., 1996; Rijnders et al., 1998; Avery y Brinsden, 1999; Alpha Scientists
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in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology.,
2011; Montag et al., 2011). Sin embargo, aunque existe cierto acuerdo sobre qué
es un buen embrion y qué es un mal embrion, la ausencia de criterios comunes
afecta, tanto a los parametros a evaluar, como a los puntos de corte entre

categorias.

Con la intencion de unificar criterios de evaluacion embrionaria la
Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion (ASEBIR)
desarroll6 un sistema de gradacién de la calidad embrionaria en dia 2, 3, 4,5y 6
de desarrollo embrionario (Ardoy et al., 2008; Hurtado de Mendoza et al., 2015).
En las figuras 9 y 10 se muestran los esquemas de esta catalogacion
morfolégica para embriones en dia 2 y dia 3 (basandose principalmente en
namero de células, simetria, porcentaje de fragmentacion, multinuleacion y
presencia de vacuolas). Asi, los embriones se clasifican en 4 categorias (A, B, C,
D) que se relaciona directamente con su potencial de implantacién. En la figura
11 se muestra el esquema para embriones en dia 4 y en las figuras 12 y 13 se
muestran los esquemas para embriones en dia 5 y dia 6, basados en la calidad

de la MCl y el trofoectodermo.
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Figura 9. Catalogacion embrionaria en dia 2 (Hurtado de Mendoza et al., 2015).
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Figura 10. Catalogacion embrionaria en dia 3 (Hurtado de Mendoza et al., 2015).
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Figura 11. Catalogacion embrionaria en dia 4 (Hurtado de Mendoza et al., 2015).
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Figura 12. Catalogacion embrionaria en dia 5 (Hurtado de Mendoza et al., 2015).
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Figura 13. Sistema de catalogacion embrionaria en dia 6 (Hurtado de Mendoza

et al., 2015).
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La evaluacién morfoldgica clasica es un sistema ampliamente implantado
en el laboratorio de reproduccion asistida, estando los embriélogos clinicos
familiarizados con su uso. Ademas, existen programas de control de calidad
externo (CCExt) desde hace varios afios que aumentan su validez (Ruiz-Assin et
al.,, 2009; Castilla et al., 2010). Sin embargo, de la evaluacion morfolégica
basada en observaciones estaticas merece la pena destacar tres grandes

desventajas:

En primer lugar, la microscopia estética esta vinculada a momentos
puntuales, observaciones que deben durar menos de un minuto, con la

consiguiente pérdida de informacion sobre el resto del desarrollo embrionario.

En segundo lugar, la microscopia estatica inevitablemente perturba las

condiciones Optimas de cultivo, ya que es necesario sacar el embrion de su
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incubadora en la que se encuentra en condiciones favorables para su desarrollo,
para someterlo a condiciones ambientales del laboratorio mientras se observa en
el microscopio y por ultimo, la microscopia estatica solo permite interpretaciones
cualitativas altamente subjetivas y propensas a Vvariaciones intra e

interobservador (Arce et al., 2006; Castilla et al., 2010).

3. Nuevas técnicas de evaluacion embrionaria: Equipos time-

lapse

Se trata de una técnica no invasiva que minimiza la manipulacion de los
embriones durante su cultivo, y se basa en el uso de la tecnologia time-lapse. La
captura de imagenes se realiza en mdltiples planos focales a intervalos de
tiempo programables. La suma de fotogramas de cada embribn genera una
grabacion que permite visualizar el desarrollo embrionario de manera continua,
en forma de video. De este modo se registra cada uno de los eventos que
suceden durante el desarrollo embrionario aportando certeza y objetividad al
criterio, ademas de poder determinar con precision el momento exacto en que
éstos han ocurrido (Lemmen et al.,, 2008). De esta forma, la catalogacion
morfologica clasica se auna con la cinética de division celular, en una nueva

forma de catalogacion embrionaria denominada, catalogacion morfocinética.
3.1. Equipos time-lapse

Existen diferentes plataformas de microscopia time-lapse, entre las que

podemos encontrar:

- Primo Vision™ (Vitrolife): Microscopio que se puede incorporar a un
incubador convencional. Presenta una camara disefiada para obtener imagenes

automaticas en los tiempos previamente definidos a lo largo de 11 planos
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focales. Tiene capacidad de albergar un maximo de 16 embriones al mismo

tiempo.

- Eeva™ (Merck): Mediante iluminacién de campo oscuro captura
imagenes en un anico plano focal. Analiza de forma automatica los tiempos de
division con la intencién de determinar el potencial de desarrollo del embrién en
dia 3 y seleccionar directamente los embriones de mejor pronédstico, basandose

en los trabajos de Wong (Wong et al., 2010).

- Embryoscope+™ (Vitrolife): Incubador con sistema time-lapse
integrado, toma imagenes a lo largo de 7 planos focales. Tiene capacidad para
240 embriones al mismo tiempo, y utiliza un software de andlisis de imagen en el
que todos los eventos embrionarios considerados se pueden interpretar

facilmente.

- Geri® (Merck): Es un incubador que tiene incorporadas seis
camaras individuales de alta resoluciéon con enfoque modular en 11 planos
focales, en compartimentos con apertura benchtop. Puede albergar hasta 96

embriones. Incorpora distintos algoritmos morfocinéticos.

- Miri® (Esco Medical): Se trata de un incubador con seis cdmaras
incorporadas. Los pequefios volumenes de la camara y la regulacion de calor

directo se traducen en una recuperacion rapida de la temperatura y del gas.
3.2. Ventajas y limitaciones de los equipos time-lapse

Con la morfocinética, la cantidad de informacién que se obtiene es mucho
mayor y teéricamente mas objetiva, ya que se pueden cuantificar todos los

eventos celulares como la aparicion y desaparicion de los PN, tiempo exacto de
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cada division celular y duracion de las diferentes citocinesis (Wong et al., 2010;

Meseguer et al., 2011; Aparicio et al., 2013; Aguilar et al., 2014).
Entre las ventajas de los equipos time-lapse podemos encontrar:

Esta nueva tecnologia permite el mantenimiento de condiciones Optimas
de cultivo durante todo el desarrollo embrionario ya que el pH, la temperatura y
la humedad no se ven alterados. Esto es imposible de conseguir mientras se
realizan las observaciones de los embriones mediante microscopia convencional.
Ademas, se realiza una monitorizacién continua de los embriones, ya que los
mismos son cultivados directamente bajo una cAmara. Esto nos permite realizar
determinaciones precisas del momento en el que ocurren cada una de las
divisiones celulares y una observacibn mas cercana de acontecimientos
morfolégicos tales como la aparicion y desaparicién de pronucleos o el inicio de

la primera division.

Otra ventaja que podemos mencionar es la reduccién de posibles errores
en la catalogacion de embriones. El aspecto morfolégico de un embriéon puede
cambiar en un periodo muy corto de tiempo lo cual conduce a decisiones
diferentes con respecto al tipo y niumero de embriones a transferir. También cabe
destacar una mejor gestion del tiempo, ya que no es necesario estar presente en
el laboratorio para realizar las evaluaciones embrionarias puntuales que requiere
la valoracion morfologica estatica y una mejor gestion de los recursos. La mejora
en las condiciones de cultivo y la disponibilidad de informacion mas obijetiva,
precisa, cualitativa y cuantitativa representan las principales ventajas de estos

sistemas.
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No obstante, los equipos time-lapse también presentan algunas
limitaciones. Al ser una tecnologia de reciente implantacion, aun encontramos
inconsistencias en la terminologia utilizada a la hora de nombrar las variables
morfocinéticas. Kaser y Racowsky (2014) pusieron de relieve que el mismo
evento del desarrollo embrionario era denominado de hasta cuatro maneras
diferentes segun los autores. Esta terminologia deberia ser estandarizada (Ciray

et al., 2014; Kaser y Racowsky, 2014).
Ademas, se pueden definir unas limitaciones técnicas y metodoldgicas.

Limitaciones técnicas: Durante el cultivo se pueden generar burbujas de
aire, debido a las caracteristicas de los medios de cultivo, que pueden hacer que

la imagen se pierda durante algun tiempo si se sitian encima del embrion.

Limitaciones metodoldgicas: En cuanto a los tiempos de division, no son
absolutos, sino que oscilan en un rango. Esto es debido a que el tiempo de la
microinyeccion, denominado tiempo cero (t0), no es el momento exacto en el que
se microinyecta cada ovocito, sino la media de tiempo en el que se ha realizado
la ICSI. Segun algunos autores, estos desfases son muy pequefios y no
afectaria a los resultados obtenidos (Ciray et al., 2014). Por el contrario, otros
autores consideran que estas diferencias si son significativas. Liu et al. (2015)
observaron un retraso en las divisiones de embriones procedentes de FIV al
compararlos con embriones procedentes de ICSI, lo que afectaria a una
incorrecta determinacion del tiempo al que ocurre cada evento, provocando, por
tanto, una mala catalogacion embrionaria. Esta diferencia en los tiempos de
division entre embriones procedentes de FIV o ICSI desaparece si tomamos

como tiempo cero la desaparicion de los pronucleos (Liu et al., 2015).
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Ademas, existen muchos factores (medio de cultivo, estimulacion ovarica,
etiologia de la esterilidad, edad materna, etc.) que pueden hacer variar la
cinética embrionaria, lo que dificulta su interpretacion (Ciray et al., 2012;
Kirkegaard et al., 2013). Existen estudios que indican que las variables cinéticas
gue mas se influyen por el medio de cultivo empleado son los tiempos de division
celular, y no los intervalos de tiempo que duran estas divisiones celulares (Basile

et al., 2013).
3.3. Parametros cinéticos embrionarios

Una de las estrategias mas desarrolladas en el establecimiento de nuevos
marcadores de seleccion, es la observacion de los tiempos de division
embrionaria. Dado su facilidad de aplicacion y su mayor objetividad, gran parte
de la investigacion reciente se centra en explorar la utilidad de parametros
morfocinéticos como marcadores de competencia embrionaria (Meseguer et al.,

2011; Basile et al., 2015).

Los parametros cinéticos harian que la seleccién embrionaria sea mucho
mas fiable (Dal Canto et al., 2012), ya que, si comparamos dos embriones de 4
células de un mismo ciclo, pueden parecer similares en una observacién puntual,
pero en una evaluacion dindmica pueden ser muy diferentes, dependiendo de
cémo y cuando han sido sus divisiones celulares. Actualmente, se han realizado
varios estudios y revisiones (Meseguer et al., 2011; Rubio et al., 2012; Hlinka et
al., 2012; Azzarello et al., 2012; Chen et al., 2013; Campbell et al., 2013; Kaser y
Racowsky, 2014) sobre qué pardmetros morfocinéticos se relacionan con el

desarrollo hasta blastocisto, la tasa de implantacién o gestacion clinica.
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En la Figura 15 se muestra un resumen de los eventos cinéticos
analizados por Kaser y Racowsky (2014). Se trata de un esquema del desarrollo
embrionario con los intervalos de tiempo de las variables morfocinéticas
predictoras de la llegada a blastocisto e implantacion en 9 de los 13 estudios que
evaluaron durante su metaandlisis. Estos trabajos, han presentado resultados
dispares pues los parametros morfocinéticos incluidos en los algoritmos
diagndsticos son muy diferentes entre los distintos autores, ya sea en prediccion
de formacién de blastocistos (Wong et al., 2010; Cruz et al., 2012; Kirkegaard et
al., 2013; Milewski et al., 2015) como en tasa de implantacion (Dal Canto et al.,
2012; Hashimoto et al., 2012; Chamayou et al., 2013; Desai et al., 2014).
Ademas, otros autores como Kirkegaard et al. (2013) o Desai et al. (2014) no

encuentran relacion entre morfocinética embrionaria y resultados reproductivos.

Los pardmetros cinéticos identificados por time-lapse se dividen en
parametros morfocinéticos directos e indirectos. Definiendo los pardmetros
morfocinéticos directos como aquellos tiempos en los que ocurre un evento del
desarrollo embrionario (extrusion del 2° corpusculo polar, aparicion de PN,
desaparicion de PN, divisiones celulares...) (Tabla 2) y los indirectos, como
aquellos intervalos de tiempo que pueden calcularse relacionando los

parametros morfocinéticos directos (Tabla 3).
a) Parametros morfocinéticos directos:

Payne et al., (1997) informaron que los embriones de buena calidad
parecian proceder de ovocitos con un tiempo similar desde la ICSI hasta la
desaparicion de PN y que, ademas, tendian a manifestar ondas en el citoplasma
mas prolongadas. Mas tarde, diferentes estudios evaluaron la aparicion,

singamia y desaparicion de los PN (Chamayou et al., 2013; Kirkegaard et al.,
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2013) pero no encontraron diferencias entre los embriones que implantan y los
gue no. Sin embargo, Azzarello et al., (2012) mostraron que el tiempo de
desaparicion de los PN es significativamente mayor en aquellos embriones en
los que se obtiene un recién nacido (24,9 vs 23,3 h) y que la desaparicion de los
mismos antes de 20,5 h implica no implantacién o aborto (Azzarello et al., 2012).
Otros autores han encontrado que la capacidad de implantacién disminuye en
aquellos cigotos en los que los PN desaparecen antes de 22,2 h o después de
25,9 h tras la ICSI, asi como cuando ocurre una rapida extrusion del 2°

corpusculo polar (CP) (1-3,2 h) (Aguilar et al., 2014).
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Figura 15. Pardmetros cinéticos identificados por time-lapse como predictores de desarrollo embrionario e implantacion segun
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Gracias a la tecnologia time-lapse se ha podido correlacionar la division
temprana de forma positiva, definiéendose ésta como la primera division mitética
ocurrida entre las 25-27 h post microinyeccion. La DT se ha relacionado con un
mayor numero de células en dia 2 (4 células o mas), asi como con mejores tasas
de implantacion (Lemmen et al., 2008). Sin embargo, si la DT ocurre de manera
precipitada, antes de 24,3 h, se ha relacionado con menores tasas de

implantacion (Meseguer et al., 2011).

Algunos estudios han analizado los tiempos de divisibn tempranos,
encontrando que un desarrollo rapido en las primeras divisiones celulares
favorece el desarrollo 6ptimo hasta dia 5 (Hashimoto et al, 2012; Chamayou et
al., 2013; Herrero et al., 2013; Desai et al., 2014). Por otro lado, las divisiones
lentas comprometen el desarrollo hasta dia 3. Los autores concluyen que
parametros tempranos (t2, t3, t4) estan relacionados con el desarrollo hasta dia
3, Yy se necesitan ademas t5 y t8 para predecir la formacién de blastocisto
(Herrero et al., 2013). Otros autores concluyen que embriones que se bloquean
en estadios avanzados se dividen hasta 6 células con una cinética similar a
embriones que se desarrollan a blastocisto, pero se produce un retraso

significativo en t8 (Dal Canto et al., 2012).
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Tabla 2. Pardmetros morfocinéticos directos (Ciray et al., 2014).

Tiempo Definicion de eventos

tPB2 Extrusion del 2° corpusculo polar.

tPNa Aparicion de pronucleos.

tPNf Desaparicion de pronucleos.

tSt2 Inicio de t2.
t2 Tiempo en el que embrion presenta 2 células.
t3 Tiempo en el que embrién presenta 3 células.
t4 Tiempo en el que embrién presenta 4 células.
t5 Tiempo en el que embrién presenta 5 células.
t6 Tiempo en el que embrién presenta 6 células.
t7 Tiempo en el que embridn presenta 7 células
t8 Tiempo en el que embrién presenta 8 células.
t9 Tiempo en el que embrién presenta 9 células.
tM Tiempo en el que alcanza la fase de mérula

tSB Tiempo en el que aparecen los primeros signos de blastulacion

tB Tiempo en el alcanza la fase de blastocisto

tE Tiempo en el que comienza la expansion del blastocisto
tHN Tiempo en el que inicia la eclosion del blastocisto

tH Tiempo en el que ha eclosionado del blastocisto

b) Parametros morfocinéticos indirectos:

Por otro lado, con los equipos time-lapse se abre un nuevo método de
evaluacion de los embriones, ya que no solo se puede conocer en qué momento
ocurren las distintas divisiones celulares, sino que también, puede calcularse la
duracion de cada ciclo celular. Especialmente, el intervalo de tiempo de 2 a 3
células, 3 a 4 células, 4 a 5 células y 5 a 8 células. A lo largo del desarrollo

embrionario, se pueden definir dos tipos de ciclos: el que corresponde a un ciclo
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celular de divisiébn, como ECC2=t4-t2 y ECC3=t8-t4; y la sincronia entre la 23 y 32

mitodsis, (s2= t4-t3) o de la 42 y 72 mitosis (s3=t8-t5) (Ciray et al., 2014).

Tabla 3. Pardmetros morfocinéticos indirectos (Ciray et al., 2014).

Tiempo Céelslélr?tgel Definicion de eventos
VP tPNf — tPNa Duracion de los PN
ECC1 t2 — tPB2 Duracién del primer ciclo celular
ECC2 t4 —t2 Duracion del segundo ciclo celular

- ECC2a t3-t2
- ECC2b t4 —t2

ECC3 t8 —t4 Duracién del tercer ciclo celular
- ECC3a t5-t4

ECC3b t6 —t4

ECC3c t7 —t4

ECC3d t8 —t4

s2 t4 -3 Sincronizacién de divisiones celulares

s3 t8 —t5 Sincronizacién del patron de division

dB tB-tSB Duracion de la blastulacion
dexp tHN-tE Duracion de la expansion

4. Reproducibilidad de la evaluacion embrionaria

En los afios en los que solo existian los criterios morfologicos clasicos,
diferentes encuestas realizadas a centros de reproduccion asistida en Espafia
(Castilla et al., 2010; Hurtado de Mendoza, 2011), sacaron a la luz la gran
disparidad de criterios que usaban los diferentes laboratorios para la
catalogacion embrionaria, disparidad que se agudizaba en la zona intermedia de
calidad. La ausencia de criterios comunes afectaba tanto a los parametros a
evaluar, como a los puntos de corte entre categorias, lo que restaba validez a

dichos criterios, aumentando la variabilidad entre observadores.
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Distintos autores han analizado la variabilidad entre centros o entre
centros y expertos en evaluacion embrionaria (Arce et al., 2006; Baxter Bendus
et al., 2006; Paternot et al., 2009; Ruiz de Assin et al., 2010; Richardson et al.,

2015; Storr et al., 2017).

Tanto Arce et al. (2006) como Paternot et al. (2009, 2011) realizaron

previo al estudio de fiabilidad y acuerdo, sesiones de formacion

Arce et al. (2006) han estudiado la fiabilidad entre centros y expertos en la
evaluacion de la fragmentacién citoplasmatica embrionaria, encontrando valores
de fiabilidad intermedios. Posteriormente, otros autores han encontrado
resultados similares analizando esta misma caracteristica (Paternot et al., 2011).
Estos autores también encuentran una disminucién en la fiabilidad a la hora de
determinar el nUmero de células a medida que aumenta el numero de estas. La
fiabilidad entre observadores evaluando numero de células es contradictoria

segun las publicaciones (Arce et al., 2006; Paternot et al., 2009, 2011)

En la evaluacion de la asimetria Arce et al. (2006) y Paternot et al. (2009)
encuentran valores de fiabilidad intermedios entre centros y expertos en el
primer caso y entre observadores del mismo centro en el segundo caso, siendo
ligeramente superior en dia 2 que en dia 3. Sin embargo, Paternot et al. (2011)
obtuvieron valores de fiabilidad bajos en esta caracteristica entre embridlogos de
distintos centros, aunque si observan la misma tendencia comentada

anteriormente.

La caracteristica en la que menos fiabilidad existe entre centros y expertos
segun Arce et al. (2006) es multinucleacion, tomando valores moderados en dia

2 y bajos en dia 3.

57



Introduccion

Los valores de fiabilidad en la clasificacion de embriones entre
observadores varian entre intermedia y baja segun distintos autores (Arce et al.,

2006; Baxter Bendus et al., 2006)

Los autores que han estudiado la fiabilidad en la decision clinica tomada

para embriones obtienen valores 6ptimos (Paternot et al., 2011).

Storr et al. (2017) analizaron la fiabilidad entre embridlogos de distintos
centros en la decisién clinica tomada en embriones en dia 5 y en la evolucién de
la calidad de los mismos. Observan valores de fiabilidad 6ptimos a la hora de
determinar que embriones de dia 5 deben transferirse segun 5 embri6logos de
distintos centros. Pero, observaron valores bajos de fiabilidad tanto en la
evaluacion de la MCI, del trofoectodermo como de la calidad general del
blastocisto. Por el contrario, Richardson et al. (2015) obtuvieron valores
sustanciales de fiabilidad tanto en la gradacién de embriones en dia 5 como en
el destino clinico decidido para ellos. En esta Ultima variable encuentran mayor

variabilidad entre embri6logos en los embriones que deberian crioconservarse.

Para disminuir esta variabilidad entre centros en la evaluacion morfoldgica
embrionaria clasica, se han publicado atlas de embriologia (Magli et al., 2012) y
diferentes sociedades cientificas han recomendado el uso de catalogaciones
embrionarias estandarizadas (Racowsky et al.,, 2010; ALPHA Scientists In
Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group Embryology, 2011;
Hurtado de Mendoza et al., 2015). En Espafia, en 2008, se publico por ASEBIR

una catalogacion estandarizada de evaluacion embrionaria.

Otras recomendaciones para reducir la variabilidad, en catalogacion

embrionaria, son la asistencia a actividades formativas especificas (Ruiz de
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Assin et al., 2011; Lundin et al., 2015) y la participacién en CCExt de evaluacion
embrionaria (Practice Committee of the American Society for Reproductive
Medicine et al., 2014; Hurtado de Mendoza et al., 2015; ESHRE Guideline Group

on Good Practice in IVF Labs et al., 2016).

Como hemos visto, diferentes autores han estudiado las diferencias entre
laboratorios y un grupo de expertos cuando utilizan catalogaciones propias no
estandarizadas (Arce et al.,, 2006; Baxter Bendus et al., 2006; Paternot et al.,
2009; Storr et al, 2017). Sin embargo, ningun autor ha analizado esta

variabilidad utilizando catalogaciones estandarizadas.

Con la aparicién de la tecnologia time-lapse y su posterior implantacion en
numerosos centros, existe la necesidad de analizar la reproducibilidad, tanto en
la aplicacion de los criterios de catalogacion embrionaria propuestos por ASEBIR
a las imagenes de time-lapse como en la determinacién de los tiempos de
morfocinética. Kirkegaard et al. (2014) demostré la escasa validez externa del
modelo de morfocinética descrito por Conaghan et al. (2013). Sugiriendo que
esta escasa validez, podria deberse, en parte, a la baja reproducibilidad
observada entre usuarios de equipos time-lapse. Ademas, algunos autores han
recalcado la necesidad de guias que definan los nuevos eventos que pueden
observarse gracias a esta tecnologia (Ciray et al., 2014; Kaser y Racowsky,
2014) y una definicibn exacta del momento de la observacién (Lundin et al.,

2015).

Aunque actualmente se ha comprobado una baja variabilidad entre
usuarios de estos sistemas dentro del mismo centro (Sundvall et al., 2013), se
desconoce la variabilidad entre centros a la hora de determinar los tiempos de

los distintos eventos del desarrollo embrionario. Por otra parte, los criterios para
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evaluar caracteristicas morfologicas clasica no estan bien definidos actualmente
para las plataformas time-lapse (Hardarson et al., 2002; Chavez et al., 2012).
Tampoco se ha analizado la variabilidad entre laboratorios al analizar
caracteristicas morfologicas clasicas utilizando tecnologia time-lapse. Para
estudiar esta variabilidad, como veremos posteriormente, es necesario el
desarrollo de programas de CCExt. Estos programas no solo son necesarios
para validar las nuevas tecnologias (Lundin y Ahlstrom, 2015), si no que sin ellos
la falta de consenso entre laboratorios conllevaria problemas, como la
imposibilidad de generar estudios multicéntricos con una valoraciéon comun de la
calidad embrionaria, o la dificultad en la interpretaciéon de informes clinicos de

otros laboratorios o en la comparacion de los datos bibliogréficos.
5. Calidad en el laboratorio de reproduccion humana asistida

Cualquier prestacion sanitaria debe estar centrada en el paciente, esto
obliga a los profesionales sanitarios a utilizar las herramientas que tengan a su
alcance para asegurar que su actividad satisface las necesidades de los

pacientes de una manera segura y eficiente.
5.1. Calidad: Generalidades

El concepto Calidad ha sido definido por diferentes organizaciones. Segun
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), que trata de abarcar la perspectiva
de los distintos grupos involucrados (pacientes, proveedores, planificadores,
sanitarios, etc.); “La Calidad en la Atencién en Salud consiste en la apropiada
ejecucion (de acuerdo con estandares) de intervenciones de probada seguridad,
gue son econdmicamente accesibles a la poblacién en cuestién, y que poseen la

capacidad de producir un impacto positivo en la mortalidad, morbilidad,
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discapacidad y malnutricién”. Por otro lado, la Organizacién Internacional para la
Estandarizacion (ISO), define la Calidad como el conjunto de caracteres de una
entidad (bien producto o servicio) que le confieren una aptitud para satisfacer las
necesidades establecidas (las especificadas por un reglamento o los clientes) y
las necesidades implicitas (aquellas que no estan especificadas pero que

conviene identificar y definir).

El concepto de Calidad, al aplicarse a los Servicios de Salud, adoptd
modelos provenientes del sector industrial, lo que fortalecié dos elementos que
no siempre se tuvieron en cuenta en la atencion sanitaria. La importancia del
desarrollo de los procesos, entendiendo como proceso el conjunto de actividades
mutuamente relacionadas, las cuales transforman elementos de entrada en
resultados; y valorar, en los servicios, la satisfaccién y la opinién del paciente o

usuario.
5.2. Gestion y garantia de la calidad

Dos aspectos importantes de la Calidad son la Gestion de la Calidad y la

Garantia de la Calidad.
5.2.1. Gesti6on de la Calidad

La Gestion de la Calidad se refiere a la cooperacion sisteméatica de toda la
organizaciéon en interés del producto o servicio para la satisfaccion de todos los

involucrados, es en si una cuestion interna de cada organizacion.
5.2.2. Garantia de la Calidad

Por otro lado, el concepto de Garantia de la Calidad se extiende mas alla
de la organizacion, es una evaluacibn externa basada en acuerdos.

Fundamentalmente, es el conjunto de actividades que se llevan a cabo para fijar
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normas, vigilar y mejorar el desempefio de tal manera que la atencion prestada

sea lo mas eficaz y segura posible.
5.3. Sistema de calidad y laboratorio

En el sector sanitario existen diferentes modelos de Sistema de Calidad

relacionadas con el laboratorio clinico.

En Estados Unidos existe la Ley de Mejora de Laboratorios Clinicos
(CLIA), que establece el nivel de calidad para que todos los laboratorios
garanticen la exactitud y fiabilidad de los resultados de test de pacientes, con
independencia del lugar donde se realicen. La normativa final se basa en la
complejidad del método de test; asi, cuanto mas complicada sea la prueba, mas
rigurosos seran los requisitos (Ehrmeyer y Laessig, 2001; Rauch y Nichols,

2007).

También en Estados Unidos esta la “Joint Commission on Accreditation of
Healthcare Organizations” cuya mision es mejorar la calidad de la asistencia

proporcionada al publico a través de las acreditaciones de asistencia sanitaria.

A nivel europeo, la Fundacion Europea para la Gestion de la Calidad
(EFQM) establece una serie de normas para la implementacién de programas de

calidad total (Nabitz et al., 2000).

A nivel internacional, la Organizacion Internacional de Normalizacién (ISO)
define el sistema de calidad de empresa o de un servicio como el conjunto de la
estructura de organizacién, de responsabilidades, de procedimientos, de
procesos y de recursos que se establecen para llevar a cabo la gestion de la

calidad.
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La familia de normas ISO 9000 son normas de calidad y gestion continua
de calidad que se pueden aplicar en cualquier tipo de organizacion o actividad
sistematica, que esté orientada a la produccion de bienes o servicios, se
componen de estandares y guias relacionados con sistemas de gestion y

herramientas especificas.

Derivados de las normas se establecen los requisitos fundamentales del
sistema de la calidad en el laboratorio clinico: (a) organizacion y gestion del
laboratorio; (b) instalaciones y equipos; (c) procesos; (d) evaluacion y
aseguramiento de la calidad; (e) documentacién del sistema de la calidad (ISO

15189:2012).

La introduccién de un sistema de la calidad en el laboratorio no es
gratuita, sino costosa en términos de tiempo y recursos materiales y personales.
Cuestiones como el coste-beneficio, profesionalidad y ética, competitividad, etc.
deben tenerse en cuenta en el momento de decidir la implantacion de un sistema
de la calidad. En definitiva, un sistema de la calidad requiere, identificar
exactamente los aspectos del laboratorio que hay que cambiar, cual es el
procedimiento oportuno para cambiarlos, establecer las motivaciones para que
se produzca este cambio y establecer un sistema que haga que el cambio sea

permanente cuando decaiga el entusiasmo inicial (ISO 9004:2009).

Los componentes béasicos de los Sistemas de Calidad en los laboratorios

son: Disefio de calidad, Control de calidad y Mejora de calidad (Figura 16).
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Figura 16. Componentes basicos de un Sistema de Garantia de Calidad

Diseno de Calidad

Mejora Control de
de la Calidad la Calidad
. Disefio de la Calidad: planear y desarrollar el proceso. Esto trae

como resultado la definicion de la mision de la organizacion, incluyendo sus
clientes y servicios, definiendo los medios y recursos y determinando los

estandares a aplicar en la prestacion del servicio.

. Control de la Calidad: seguimiento, supervision y evaluaciéon que
asegure que cada trabajador y cada unidad de trabajo alcance aquellos
estandares y consecuentemente brinden servicios de buena Calidad. El control
de calidad incluye establecer especificaciones para cada aspecto de un proceso,
estableciendo los procedimientos usados en los mismos para determinar la

correlacién con lo especificado.

. Mejora de la Calidad: Promover estandares mediante la resolucion

continua de problemas y la mejora de procesos.

Los pasos a seguir para el establecimiento de un Sistema de Calidad se

representan en la Figura 17.
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Figura 17. Pasos a realizar para implementar un Sistema de Calidad

—> Paso 1 : Planificacion

Paso 2 : Fijacion de normas <

M

Paso 3 : Comunicacion de normas

Paso 4 : Vigilancia <

Paso 5 : Identificacién de problemas
y oportunidades de mejora

Paso 6 : Definicién del problema
Paso 7 : Seleccion del equipo
Paso 8 : Andlisis y estudio del problema

Paso 9 : Eleccion y elaboracion de la solucién

— Paso 10 : Ejecucion de la solucion

El sistema de la calidad del laboratorio debe describirse en un manual de
la calidad, que es un conjunto estructurado de recopilaciones documentales. La
estructura general de todos los documentos o procedimientos tendra un formato
lo mads homogéneo posible e incluira apartados tales como tema, objetivos y
ambito de aplicacion, responsabilidad afectada por el documento, definiciones y
abreviaturas aplicables, actuaciones y método de trabajo, referencias y
bibliografia, junto a otra documentacién complementaria aplicable. EI manual de
la calidad debe definir como se redacta, evalla, autoriza y distribuye la

documentacion de la que consta (ISO 9004:2009).

5.4. Sistema de calidad y laboratorio de reproduccion humana

asistida

Las nuevas tecnologias, han contribuido a que en los LRHA se logre un

producto final, ya sea un informe analitico, rapido, fiable y con alta calidad
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cientifica técnica, o gametos y embriones con una alta viabilidad. Si bien esto es
asi, no es menos cierto que la calidad conseguida se limita mayoritariamente a la
esfera de indicadores técnicos de la calidad: tasa de implantacion, tasas de
supervivencia o de gestacion (Alpha Scientists in Reproductive Medicine, 2012;
Castilla y Mantilla, 2016; ESHRE Special Interest Group of Embryology and
Alpha Scientists in Reproductive Medicine et al., 2017). Sin embargo, la escasa
automatizacion del laboratorio de reproduccion humana asistida (LRHA)
(Narayanan et al., 2000), y la alta variabilidad biol6gica de algunas muestras
biolégicas analizadas o procesadas (Castilla et al., 2010) deben obligar a
establecer un control exhaustivo durante todas las fases de los procedimientos,
incluidas las fases pre y posttécnica. Esto permitiria la obtencion de resultados
clinicamente utiles y el mantenimiento de la seguridad, la eficacia y la eficiencia
requeridas por el paciente, es decir, asegurar la ausencia de errores. Ademas,
en el LRHA adquieren mayor relevancia los errores cometidos, no solo por las

consecuencias a usuarios, sino a terceros (futuros nacidos).

Los profesionales espafoles dedicados al LRHA, han reconocido la
necesidad de ampliar los requisitos de la Norma ISO 9001 de sistemas de
gestion de la calidad con requisitos especificos de su sector para permitir una
gestion mas eficiente de la Calidad. Por ello desarrollaron recientemente, junto
con la Asociacion Espafiola de Normalizacion y Certificacion (AENOR), la Norma
UNE 179007:2013 "Sistemas de gestion de la calidad para Laboratorios de

reproduccion asistida".

Entre otros, los propdsitos que se han perseguido para la elaboracion de

esta Norma han sido los siguientes:

1. Unificar criterios de gestion de calidad del LRHA
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2. Ayudar a la planificacion del LRHA mediante la gestion por
procesos

3. Terminologia especifica del LRHA

4. Criterios minimos en cuanto a recursos humanos, infraestructura y

requisitos ambientales
5. Criterios minimos de seguimiento y evaluacion de los procesos

6. Facilitar la adaptacion a los complejos requisitos legales que

afectan al LRHA: trazabilidad, calidad ambiental, destino embrionario, etc.

7. Aportar requisitos minimos en la comunicacion con los clientes y
proveedores
8. Criterios minimos de aseguramiento y control de calidad

Respecto a este ultimo punto, los indicadores de Calidad constituyen una
herramienta Gtil y sencilla para conocer la calidad de un producto, evaluar la
conformidad con los requisitos del producto y conocer el rendimiento de un
proceso e incluso analizar las tendencias de los mismos (Kohn et al., 2000),
siendo un elemento importante para el desarrollo de un sistema de calidad
(Mortimer y Mortimer, 2015; ESHRE Guideline Group on Good Practice in IVF

Labs et al, 2016)

Existe una gran cantidad de indicadores que podrian darnos informacion
sobre cada proceso del LRHA, pero es conveniente que se lleve a cabo una
seleccion de aquellos que suministren la informacion mas fiable y util para el
LRHA. Para ello, los indicadores pueden basarse en la experiencia previa de
nuestro laboratorio, en las recomendaciones de expertos, en los objetivos

especificos o generales del LRHA, en un registro de no conformidades (NC),
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reclamaciones o encuestas de satisfaccion de los pacientes o en oportunidades
de mejora del sector. Ademas, existe una herramienta muy especifica para la
priorizacion de estos indicadores denominada Analisis Modal de Fallos y Efectos
(AMFE), recientemente aplicada al LRHA en general (Rienzi et al., 2015;
Cimadomo et al., 2016; Intra et al., 2016) y a su fase pretécnica en particular

(Molina et al., 2017).
5.5. Procesos del laboratorio de reproduccién humana asistida

Es importante definir en este punto dos conceptos para su posterior

desarrollo: proceso y procedimiento.

Proceso: conjunto de actividades mutuamente relacionadas o que
interactdan, las cuales transforman elementos de entrada en resultados. Lo que
para un proceso es su producto o resultado, otro lo toma como recurso propio
para convertirlo en un nuevo resultado. Transforma elementos de entrada en

elementos de salida.

Procedimiento: forma especificada de llevar a cabo una actividad o un

proceso. Definen la secuencia de los pasos para ejecutar una tarea.

Un ciclo de tratamiento de reproduccién humana asistida engloba varios
procesos. Es necesario entender cada uno de estos procesos de manera

individual y, ademas, comprender la relacién existente entre ellos.

En el LRHA, cada proceso se puede incluir dentro de alguno de las

siguientes areas:

o Andlisis: incluye la evaluacion de diferentes parametros seminales y

la evaluacién de la calidad de ovocitos y embriones.
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o Procesamiento de células y tejidos: incluye la manipulacion y
procesamiento de gametos y embriones para su utilizacion en las diferentes

técnicas de reproduccién asistida.

. Crioconservacion: incluye la congelacion de semen vy vitrificacion de
embriones y ovocitos para utilizarlas en futuras técnicas de reproduccion

asistida.

La relacién entre areas y procesos de un LRHA se puede representar en

la Figura 18.

Figura 18. Mapa de areas y procesos de LRHA.

Mapa de procesos de LRHA

| FIV |
Crioconservacion
embrionaria
Analisis
de
semen
CT Crioconservacion
de gametos
Clasificacion
embrionaria
Crioconservacion
de tejido
1A reproductivo
AREA ANALISIS AREA’ PROCESAMIENTO DE AREA
CELULAS Y TEJIDOS CRIOCONSERVACION

Por otro lado, cuando se considera la organizacion de un laboratorio las
actividades a implantar, documentar y realizar pueden clasificarse en:
actividades de soporte, actividades de procedimiento y actividades de resultado

(Donabedian, 1980):
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o El concepto de soporte se usa para englobar recursos humanos,
fisicos y financieros. Se entiende facilmente en términos del nimero apropiado

de personal, conveniencia de equipamiento, etc.

o En el contexto del laboratorio, las actividades de procedimiento
deben incluir todas las actividades operacionales asociadas con la recogida,
transporte, recepcion y registro de los especimenes o muestras, su analisis o
cultivo, e informe. Las actividades de procedimiento se dividen por tanto en fase

pretécnica, fase técnica y fase posttécnica.

o El resultado se usa para indicar un cambio en el estatus habitual y
futuro de la salud de un paciente como resultado de una intervencion particular,
tal como la aplicacién de un tratamiento o la realizacion de una intervencion
quirdrgica. En los laboratorios de andlisis, las actividades de resultado se
relacionan con su rendimiento en programas de evaluacion externa de la calidad,
pero debe abarcar temas mas amplios en la auditoria clinica, tales como la
evaluacion de la eleccién de la prueba o procedimiento en el contexto del

diagndstico, prondstico o monitorizacién de la enfermedad.

A modo de resumen, los procesos en el LRHA se engloban dentro de 3
areas: analisis, procesamiento de células y tejidos y crioconservacion, estando
estrechamente relacionados, siendo las salidas de uno, las entradas para otros.
Ademas, cada proceso estd compuesto por actividades que pueden
corresponder a actividades de soporte, de procedimiento (con 3 fases:

pretécnica, técnica o posttécnica), y/o de resultados (Figura 19).
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Figura 19. Estructura de un proceso.

Proceso Actividades Fases
Denominacion del Soporte
proceso (ej: Pretécnica
analisis de semen, o .
=Y, Procedimiento Técnica
crioconservacion Posttécnica
de embriones) Resultados

5.6. Calidad de las fases de las actividades de procedimiento

5.6.1. Calidad de la fase pretécnica

La fase pretécnica comprende la obtencion de la muestra, asi como la
preparacion, el transporte y la conservacion de la misma. Para evitar al maximo
las disconformidades propias de esta fase, es preciso estandarizar todas las
actividades que la integran, y controlar todos los instrumentos propios de esta

fase (Young, 1997).

Los factores que influyen en la fase pretécnica pueden ser clasificados en
dos grupos, la variabilidad biolégica (variaciones biolégicas intra e interindividual)

y factor técnico, y los dos deberian ser controlados tanto como sea posible:
o Variabilidad biol6gica

e Variabilidad biologica intraindividual: Los factores con efecto en

parametros seminales o embrionarios son clasificados como:

o Fisiolégicos: fendmeno en que los valores individuales de los
parametros seminales o embrionarios pueden variar, independientemente del
estatus de salud de los pacientes (Alvarez et al., 2003; Fraser, 2001). Pueden

ser clasificados como:
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. aleatorios (estrés, dieta, ejercicio, abstinencia sexual,

estimulo sexual).
. sistematicos (edad).

. Patolégicos: en el caso de semen: fiebre, varicocele,
criptorquidia; y en el caso de ovocitos y embriones: endometriosis o sindrome de

ovario poliquistico.

o latrogénicos: Como resultado de tratamientos médicos o cirugias.
A destacar en este punto la posible influencia de los distintos protocolos de

estimulacion ovarica en la calidad ovocitaria y embrionaria.

¢ Variabilidad biolégica interindividual: Es el fenomeno en el que los
pardmetros seminales y embrionarios varian entre si dentro de una cierta
poblacién especifica. Por ejemplo, diferencias entre paises. Una poblacién
puede ser dividida en subconjuntos de poblacion mas homogéneos, si se tienen
en cuenta factores que aumentan la variabilidad biolégica interindividual; asi se
recomienda que cada laboratorio haga un esfuerzo por tener sus propios valores

de referencia para los diferentes parametros en funcién de los diferentes grupos.

e Factores técnicos: seran los necesarios para que una muestra para
analisis clinico, o una célula o tejido para un uso terapéutico posterior, se
obtenga, transporte y conserve en la forma adecuada, del paciente correcto, en
el momento correcto y con la adecuada preparacibn del paciente;
transportandose adecuadamente y realizando el analisis 0 manejo correcto, que

responda a la pregunta correcta o necesidad determinada.
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La calidad en la fase pretécnica puede garantizarse en el LRHA
implantando un sistema de calidad que cumpla los requisitos de las normas ISO

15189:2012, ISO 9001:2015 o UNE 179007:2013.

Actualmente existen dos estrategias complementarias, ya comentadas,
para la gestion de la calidad que se aplican a la fase pretécnica. Una de ellas se
basa en el AMFE (Giménez et al., 2016), y la otra en el uso de indicadores de

Calidad que permiten el andlisis de las tasas de NC recopiladas.

La primera se ha aplicado recientemente a la fase pretécnica del LRHA,

identificando determinados puntos criticos en esta fase (Molina et al., 2017)

En cuanto a la definicion de indicadores de calidad de la fase pretécnica,
el grupo de interés de Calidad de ASEBIR ha publicado recientemente un
documento donde se definen que requisitos se deben definir en esta fase en los

distintos procesos del LRHA (Molina et al., 2017) (Tabla 4).
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Tabla 4 Ejemplo de requisitos del Area de anélisis del proceso Analisis de semen de la fase pretécnica del LRHA (Molina et al.,

para la
manipulacién del
semen.

2017).
ACTIVIDAD
- Preparacion - e . - Conservacion de la
Solicitud* P . Obtencion Identificacion Transporte Manipulacién
del paciente muestra
- Identificacion - Tiempo de -Método de - Datos del paciente: | - Tipo de materia -Caracteristicas - Medios usados en
Identif T d Método d Datos del t Tipod terial C terist Med d
el paciente/a: abstinencia. obtencién de nombre y apellidos, omologado y isicas de los as distintas fases de
del te/ bst bt del b llid h logad f de las distintas f d
nombre, edad _ eyaculado. namero de historia, recomendado espacios conservacion de
etc. - Medidas teléfono, direccion. para el transporte | destinados a la semen.
higiénicas para - Tipo de material de semen. manipulacion de
- Tipo de recoger la o - Fecha desde la semen. - Material fungible y
_ peticion: urgente, | muestra. - Caracter_lstlcas altima eyaculacion. - Temperatura condiciones de
w| normal. _ del espacio 3 optima de - Caracteristicas conservacion
E - Posibles _ destmgqo ala - Hora de obten_c,|on/ transporte. ambientales para la
0| - Datos de interferencias: obtencion del Hora de recepcion. manipulacion de - Intervalos de
g filiacion del estados febriles, semen. - Tiempo maximo | gemen. tiempo éptimos para
0| paciente/a. farmacos, drogas, _ - Muestra completa. | de entrega. la conservacion de
2 etc. - Tipo de - Medios y material | semen.
< | - Datos recipiente. - Resfpons.a}ble de la usados en las
<Z,: administrativos - Estudio identificacion de la distintas fases de
de la solicitud. serolégico muestra. manipulacion.
realizado. .
- Pruebas o - Codigo de - Intervalos de
estudios identificacion. tiempo 6ptimos
solicitados.

* Ante una solicitud verbal de ampliacién del estudio, siempre debe existir la autorizacién de un facultativo del area correspondiente del laboratorio y

registrarse la prueba solicitada en la peticion previa, indicando la fecha de ampliacion, asi como el nombre del clinico que la solicita.
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Para la redaccidon de estos requisitos debe utilizarse un lenguaje claro,
conciso y de facil comprensién. Los documentos, ademas de incluir los requisitos
en una secuencia logica, deben explicar las razones de cada epigrafe con objeto
de favorecer su cumplimiento y antes de difundir el documento en la poblacion

usuaria, es recomendable comprobar su eficacia mediante ensayos de campo.

Al establecer los requisitos comentados de la fase pretécnica del LRHA,
se ha indicado como se deben desempefar las actividades en esta fase. Si
existe una desviacion que no resulta conforme a lo que se describid, este se

define como NC en nuestro sistema.

Cuando ocurra una NC, incluida la derivada de una queja o reclamacion
del cliente, se recomienda emprender acciones para controlarla de manera
inmediata (ISO 9001:2015 o UNE 179007:2013). Posteriormente, eliminar las
causas que la originaron, revisar la eficacia de las acciones y si fuera necesario
hacer los cambios pertinentes en las actividades relacionadas en nuestro

laboratorio.

Para poder gestionar las NC de este modo es preciso que el laboratorio
disponga de un registro eficaz de las mismas. El registro de NC es clave para la
utilizacion de indicadores que permitan el seguimiento y monitorizacion del

cumplimiento de requisitos.

Para la monitorizacion del cumplimiento de estos requisitos del comentado
documento de ASEBIR se han descrito indicadores de calidad para la fase
pretécnica de los procesos del LRHA (Molina et al., 2017). En la Tabla 5 se
presenta un ejemplo de estos. Por su reciente implantacion todavia no se

disponen de las especificaciones de los indicadores de la fase pretécnica.
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Tabla 5. Indicadores de calidad para Actividades de la Fase pretécnica del proceso de Andlisis de semen del Area de Anélisis

del LRHA (Molina et al., 2017).

NO CONFORMIDAD

DEFINICION DE LA NO CONFORMIDAD

“INDICADOR PREANALITICO
PROPUESTO”

Solicitud para
preparacion de
muestra de semen

Solicitud inadecuada
y/o incompleta.

La solicitud presenta parametros seminales no necesarios, faltan
datos y/o existen dos 0 més solicitudes con igual codigo.

Porcentaje de “Numero total de solicitudes
inadecuadas e incompletas / nimero total de
solicitudes de analisis de semen”.

Preparacion del
paciente parala
recogida de semen

No ha seguido la
informacion de
recogida.

La muestra no se ha recogido en el intervalo de tiempo establecido.

Porcentaje de “Numero de muestras que no se
han recogido en el intervalo de tiempo
establecido/ nimero total de andlisis de
semen”.

Ausencia de analiticas
de ETS (serologia).

El paciente no tiene las serologias de enfermedades de transmision
sexual.

Porcentaje de “Numero de muestras de
pacientes sin resultados serolégicos de ETS/
numero total de analisis de semen”.

Paciente ausente.

El paciente no se personaliza para recoger la muestra.

Porcentaje de “Numero de pacientes que no
acuden a recoger la muestra para su
preparacion /nimero total de pacientes citados
para analisis de semen”.

Hoja de recogida de
muestra de semen
incompleta.

Paciente que no completa la hoja de informacién (fiebre, medicacion,
viajes en los dltimos meses).

Porcentaje de “Numero de hojas de recogida
incompletas/ numero total de andlisis de
semen”.

Obtencidon de la
muestra de semen

Material inadecuado de
recogida de muestra de
semen.

Frasco para la obtencion no adecuado al protocolo normalizado de
trabajo.

Porcentaje de “Numero de muestras recogidas
en el contenedor inadecuado/ ndmero total
muestras recogidas para andlisis de semen”.

Muestra incompleta.

Pérdida de parte de la muestra en el proceso de recogida.

Porcentaje de “Numero de muestras
incompletas en el contenedor/ nimero total de
muestras recogidas para analisis de semen”.
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Tabla 5. Indicadores de calidad para Actividades de la Fase pretécnica del proceso de Andlisis de semen del Area de Anélisis

del LRHA (Molina et al., 2017) (Continuacion).

Muestra no recogida.

El paciente no puede recoger la muestra.

Porcentaje de “Numero de muestras no
recogidas/nimero total de pacientes que
intentan recoger la muestra para analisis de
semen”.

Obtencidn inadecuada
de la muestra.

La muestra no se obtiene por masturbacion.

Porcentaje de “Numero de muestras no
recogidas por masturbacion/namero total de
muestras recogidas para analisis de semen”.

Muestra de semen
contaminada.

La muestra de semen esta contaminada con orina y/o gérmenes.

Porcentaje de “Numero de muestras
contaminadas/namero total de muestras
recogidas para analisis de semen”.

Recogida en la sala
inadecuada.

El paciente no recoge la muestra en las salas de recogida
establecidas.

Porcentaje de “Numero de muestras recogidas
en salas inadecuadas/ nimero total muestras
recogidas para andlisis de semen”.

Necesidad de
medicacion para
recoger la muestra de
semen.

El paciente requiere medicacion para obtener la muestra de semen.

Porcentaje de “Numero de muestras obtenidas
con ayuda de medicacion/ nimero total de
muestras recogidas para andlisis de semen”.

Identificacion de la
muestra de semen

Muestra sin identificar,
incompleta 6 mal
identificada.

Muestra sin nombre y/o cédigo, datos ilegibles y/o incompletos,
cédigo y/o nombres incompletos.

Porcentaje de “Numero total de muestras
incorrectamente identificadas/ nimero total de
muestras recogidas para andlisis de semen”.
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Tabla 5. Indicadores de calidad para Actividades de la Fase pretécnica del proceso de Andlisis de semen del Area de Anélisis

del LRHA (Molina et al., 2017) (Continuacion).

Transporte de la
muestra de semen

Transporte inadecuado
de la muestra.

No hay cumplimiento de las normas para permitir la calidad de la
muestra.

Porcentaje de “Numero de muestras que no
cumplen las condiciones establecidas de
transporte /nimero total de muestras
recogidas para analisis de semen”.

Demora en la entrega.

Tiempo desde la recogida de la muestra hasta su entrega en el
laboratorio excedido.

Porcentaje de “Numero de muestras
transportadas en tiempo inapropiado/namero
total de muestras recogidas para andlisis de

semen®.

Manipulacién

Temperatura
inadecuada, espacio
inadecuado,
insuficiente y/o
contaminado

La temperatura del laboratorio no cumple con las condiciones
establecidas. Espacio fisico insuficiente y/o no hay divisién de
espacio para muestras de infecciosos y/o espacio destinado a la
manipulacién con gérmenes.

Porcentaje de “Numero total de muestras

preparadas en condiciones inadecuadas/

numero total de muestras recogidas para
analisis de semen”.

Ausencia de fungible,
medios, material
inadecuado y/o
manipulacion
incorrecta.

El fungible no esta preparado para el andlisis de la muestra segun
describe el protocolo y/o so de materiales no homologados y/o no
Optimos, uso de medios y/o técnicas no Optimas para su
manipulacion.

Porcentaje de “Numero total de muestras
preparadas con material inadecuado y
manipulacion incorrecta/ nimero total de
muestras preparadas para analisis de semen”.

Conservacion de la
muestra de semen

Tiempo medio para el
analisis de la muestra
inadecuado.

Tiempo desde la recogida de la muestra hasta su analisis excedido.

Porcentaje de “Numero de muestras
analizadas en tiempo inadecuado/nimero total
de muestras analizadas”.

Conservacion
incorrecta de la
muestra.

Uso de medios y/o técnicas no 6ptimas para su conservacion.

Porcentaje de “Numero de muestras que no
cumplen las condiciones establecidas de
conservacion/nimero total de muestras
recogidas para analisis de semen”.
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5.6.2. Calidad de |la fase técnica

La Calidad en esta fase, comprende los pasos practicos encaminados a
asegurar gque los errores de medida cometidos o resultados negativos obtenidos al
mantener la viabilidad de gametos y embriones estén dentro de un margen
aceptable. Esto significa que los errores cometidos y resultados negativos obtenidos
inevitables son cuantificados para permitirnos decidir si son de una magnitud
aceptable y que errores y resultados negativos inaceptables son descubiertos para

decidir qué accibn correctiva puede ser tomada.
5.6.2.1. Fase técnica de las actividades de procesamiento del area de analisis

El valor verdadero de una magnitud se obtendria con una medicion perfecta,
pero como tal medicién no existe, el valor verdadero es incognoscible. Por lo tanto,
aunque en la teoria se use el valor verdadero, en la practica se utilizan otros valores

considerados convencionalmente como verdaderos.

La variabilidad analitica puede desglosarse en aleatoria y sistematica, segun
se trate de errores sistematicos o aleatorios. El error aleatorio es la diferencia entre
el resultado de una medicién y la media que se obtendria de un namero infinito de
mediciones (en la practica vale con n=20) de la misma magnitud particular (Stockl et
al., 1996). El error sistemético es la diferencia entre la media que se obtendria de un
numero infinito de mediciones (en la practica vale con n=220) del mismo mesurado y
su valor verdadero. El error total (0 inexactitud) es el concepto que integra la
variabilidad aleatoria y la sistematica de manera que es la diferencia entre el

resultado de una Unica medicion y el valor verdadero del mesurado.
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La variabilidad analitica debida a fluctuaciones aleatorias se cuantifica
mediante la desviacion tipica, varianza, o coeficiente de variacion. Segun la
definicién de la Federacion Internacional de Quimica Clinica, la “imprecision” es la
desviacion tipica o el coeficiente de variacidén de los resultados de un conjunto de
medidas repetidas. Idealmente la imprecision interdiaria de cualquier procedimiento
de medida deberia ser nula. Es importante establecer cual es la desviacion tipica
interdiaria maxima tolerable, de manera que esta debe ser tal que permita
diferenciar entre wuna variacion intraindividual fisiologica y una variacion

intraindividual debida a algun estado patologico.

5.6.2.2. Fase técnica de las actividades de procesamiento de las areas de

procesamiento de células y tejidos y crioconservacion

En la fase técnica del procesamiento de células y tejidos y crioconservacion,
también nos podemos encontrar con resultados negativos debido a errores técnicos
(temperaturas de placas calefactadas e incubadoras, concentracion de COz, etc.) o
los causados por sustancias exogenas (farmacos y otros xenobiéticos) o por

sustancias enddgenas a concentraciones elevadas o contaminacion.

Como se ha comentado para la fase pretécnica, una manera de identificar y
gestionar la Calidad en el LRHA es el uso de indicadores de calidad. Pero al
contrario de lo que sucede en la fase pretécnica si se han descrito especificaciones
de estos indicadores de esta fase técnica que son actualizadas anualmente por

ASEBIR (Lopez-Regalado y Castilla, 2017).
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5.6.2.3. Indicadores y especificaciones

Los estandares o especificaciones numéricas de los indicadores de calidad
(también llamados objetivos de la calidad, estdndares deseables, y objetivos de la
prestacion) son requeridos en el laboratorio clinico en estudios de evaluacion, para
decidir el cumplimiento de las prestaciones de un método o técnica, para ayudar a
los organizadores de programas de evaluacion externa y pruebas de actitud en el
disefio y ejecucion adecuada de los programas, y para ayudar a los fabricantes de
instrumentos y reactivos en el disefio, produccion y estudios de mercado. Lo mas
importante de todo ello es que los laboratorios aseguren que la calidad alcanzada

es la adecuada para el cuidado de los pacientes.

Estas especificaciones de calidad son necesarias en el laboratorio clinico,
pues éste solamente debe usar procedimientos validados para confirmar que los
procedimientos son adecuados para el uso previsto (ISO 15189:2012). Las
validaciones deben ser tan exhaustivas como sea necesario para satisfacer las
necesidades del uso dado o el campo de utilizaciéon. Ademas, las especificaciones
de calidad para cada procedimiento usado deben estar relacionadas con el uso

previsto de ese procedimiento.

Existian muchas recomendaciones publicadas para calcular las
especificaciones de calidad técnica y es dificil para los no expertos decidir el modelo
adecuado, constituyendo esto un problema para seleccionar la especificacion mas

apropiada para su uso en la planificacion de la calidad.

Estas recomendaciones, fueron planteadas y recogidas en una clasificacion

gue atiende a un modelo jerarquico, en el consenso final alcanzado en la

81



Introduccién

conferencia de Estocolmo en 1999 (Kenny et al., 1999) y revisado recientemente en
una reunion celebrada en Mildn (Sandberg et al., 2015), donde se promovieron
acuerdos en la definicibn de la estrategia adecuada para establecer
especificaciones globales de la calidad, que puedan aceptarse en todo el mundo,
prescindiendo de que el laboratorio sea grande o pequefio, publico o privado,

desarrollado o en desarrollo.

Los criterios alcanzados para determinar las especificaciones de calidad
fueron: Basados en su impacto clinico, basados en las variaciones bioldgicas o
derivadas de la opinion de los clinicos, basados en recomendaciones profesionales,
basados en los resultados de las evaluaciones externas de la calidad y basados en

el estado del arte.

En el caso concreto del laboratorio de reproduccién, existe literatura sobre las
especificaciones de calidad de indicadores de procedimiento (fase técnica) del
andlisis de parametros seminales, las cuales han sido calculadas basadas en la
variacion bioldgica (Alvarez et al., 2003), basadas en el estado del arte (Castilla et
al., 2005), y basadas en la opinion de los clinicos (Aguilar et al., 2008). Estas
especificaciones de calidad difieren entre métodos, lo que coincide con lo
observado anteriormente para otras magnitudes bioldégicas empleando distintos
modelos de establecimiento de especificaciones de calidad analitica (Lott, 1999;

Petersen et al., 2001).

En cuanto a los indicadores de calidad de las actividades de procedimiento
(fase técnica) del area de procesamiento de gametos y embriones vy

crioconservacion, se han publicado recientemente por parte de la Sociedad Europea
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de Reproduccion Humana y Embriologia (ESHRE) y Alpha tras una reunién de
consenso (ESHRE Special Interest Group of Embryology and Alpha Scientists in
Reproductive Medicine, 2017). Hace diez afios, en 2008, ASEBIR elabor6 un
documento de consenso sobre “Estandarizacion de Indicadores en el Laboratorio de
Reproduccion Asistida” elaborado por su Comision de Calidad (Santos et al., 2007),
y en 2009 elabord por primera vez estandares para algunos de estos indicadores
gue han sido anualmente revisados segun el estado del arte (Castilla y Mantilla,
2016). De igual modo, la Norma UNE 197007 elaborada, entre otros, por ASEBIR y
AENOR, incluye un listado de indicadores para el Laboratorio de Reproduccién
(Tabla 6), muchos de ellos coincidentes con los ya comentados, elaborados por

ASEBIR.

Tabla 6. Lista de indicadores de calidad del laboratorio de reproduccién asistida

humana (UNE 179007:2013).

INDICADOR

1. Porcentaje de fecundacién normal FIV/ICSI en ciclos con ovocitos propios en fresco.

2. Porcentaje de fecundacion normal FIV/ICSI en ciclos con ovocitos donados en fresco.

3. Porcentaje de gestacion clinica por transferencia en ciclos de FIV/ICSI con ovocitos propios
en fresco.

4. Porcentaje de gestacion clinica por transferencia en ciclos de FIV/ICSI con ovocitos propios
crioconservados.

5. Porcentaje de gestacion clinica por transferencia en ciclos de FIV/ICSI con ovocitos donados

en fresco.

6. Porcentaje de gestacion clinica por transferencia en ciclos de FIV/ICSI con ovocitos donados

crioconservados.

7. Tasa de implantacion en ciclos de FIV/ICSI con ovocitos propios en fresco.

8. Tasa de implantacion en ciclos de FIV/ICSI con ovocitos donados en fresco

9. Tasa de implantacion en ciclos de embriones crioconservados con ovocitos propios.

10. Tasa de implantacién en ciclos de embriones crioconservados con ovocitos donados.
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Tabla 6. Lista de indicadores de calidad del laboratorio de reproduccion asistida

humana (UNE 179007:2013) (Continuacion).

11. Porcentaje de gestacion clinica por transferencia de embriones crioconservados

procedentes de ovocitos propios.

12. Porcentaje de gestacion clinica por transferencia de embriones crioconservados procedentes de

ovocitos donados.

13. Nimero de embriones transferidos por embarazo en ciclos de FIV/ICSI con ovocitos propios en

fresco.

14. Nimero de embriones transferidos por embarazo en ciclos de FIV/ICSI con ovocitos donados en

fresco.

15. Nimero de embriones transferidos por embarazo en ciclos de criotransferencias con ovocitos

propios.

16. Numero de embriones transferidos por embarazo en ciclos de criotransferencias con ovocitos

donados.

17. Porcentaje de embriones utilizados en ciclos de FIV/ICSI con ovocitos propios en fresco.

18. Porcentaje de embriones utilizados en ciclos de FIV/ICSI con ovocitos donados en fresco.

19. Porcentaje de supervivencia ovocitaria tras descrioconservacion en ciclos con ovocitos propios.

20. Porcentaje de supervivencia ovocitaria tras descrioconservacién en ciclos con ovocitos donados.

21. Porcentaje de supervivencia embrionaria tras descrioconservacion en ciclos con ovocitos propios.

22. Porcentaje de supervivencia embrionaria tras descrioconservacion en ciclos con ovocitos

donados.

23. Porcentaje de gestacion clinica en ciclos de inseminacion artificial conyugal.

24. Porcentaje de gestacion clinica en ciclos de inseminacion artificial de donante.

25. Tasa de gestacion multiple en ciclos de FIV/ICSI con ovocitos propios.

26. Tasa de gestacion multiple en ciclos de FIV/ICSI con ovocitos donados.

27. Tasa de gestacion multiple en ciclos de inseminacién artificial conyugal.

28. Tasa de gestacion multiple en ciclos de inseminacion artificial de donante.

29. Numero medio de embriones por transferencia en ciclos de FIV/ICSI con ovocitos propios en

fresco.

30. Nimero medio de embriones por transferencia en ciclos de FIV/ICSI con ovocitos donados en

fresco.

31. Porcentaje de embriones crioconservados por ciclo con ovocitos propios en fresco.

32. Porcentaje de embriones crioconservados por ciclo con ovocitos propios donados.
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Se han utilizado dos métodos para calcular las especificaciones de estos

indicadores: el método basado en el estado del arte y el consenso de expertos.

El uso del estado del arte ha sido propuesto por muchos grupos, entre ellos
la Sociedad Francesa de Biologia Clinica (Vassault et al., 1999) y la Asociacion
Espafiola de Farmacéuticos Analistas (AEFA) (Calafell et al., 2002). El estado del
arte como se evidencia de las Pruebas de Aptitud o de los Programas de
Evaluacion Externa de la Calidad ha sido defendido ampliamente como
especificacién de la calidad, particularmente cuando las prestaciones alcanzadas
por los mejores laboratorios, tipicamente el mejor 25%, se toma como valor diana.
El estado del arte hace referencia al nivel mas alto de desarrollo conseguido en un
momento dado sobre cualquier aparato, técnica o campo cientifico. El concepto
subyacente es que, si uno de cada cuatro laboratorios puede conseguir este nivel
de calidad, entonces la tecnologia y metodologia es suficiente para que todos los

laboratorios puedan conseguir el mismo nivel de prestacion analitica.

En el campo de la embriologia clinica se puede aplicar este concepto
partiendo de los registros de actividad de técnicas de reproduccion asistida,
considerando como especificacion aquellos resultados obtenidos por los mejores

laboratorios.

Los criterios usados por ASEBIR, para establecer las especificaciones de los
indicadores de la UNE 179007:2013, fueron los limites utilizados por AEFA para el
calculo de las especificaciones de calidad analiticas en la que se definen 3 niveles

de especificaciones:

o Minima: aquella que es capaz de conseguir el 95% de los laboratorios
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o Deseable: aquella que es capaz de conseguir el 75% de los

laboratorios
o Optima: Aquella que es capaz de conseguir el 25% de los laboratorios
5.6.3. Calidad de la fase posttécnica

Comprende todas las actividades, desde la obtencion del resultado de la
medicion de una magnitud, del procesamiento de células y tejidos o de la

crioconservacion, hasta su llegada al solicitante.

Los diferentes sistemas de gestion de la calidad recomiendan a los
laboratorios, centrar sus esfuerzos de mejora, no solo en la fase técnica, sino
también en el resto de fases de cualquier actividad de procedimiento (ISO

15189:2012).

La escasa comunicacion entre los profesionales del laboratorio y los usuarios
de este afecta a la calidad de las fases pre y posttécnica. Concretamente, la
comunicacion posttécnica implica a la comunicacion entre los profesionales del
laboratorio y clinicos, puntualidad de la informacién, notificacion de resultados de
pruebas anormales o la presentacion de informacién relevante a través de informes
y comentarios interpretativos. Fallos en la comunicacién, conducen a errores, que

afectan a la seguridad del paciente y al uso ineficiente e ineficaz de los recursos.

El informe de los resultados ha de ser claro y simple, y debe incluir la
determinacién o actividad realizada, y en el caso de procedimientos analiticos, la
unidad de medida y el intervalo de referencia segin sexo y edad. Los laboratorios

deben tener personal que pueda asesorar a los clinicos en la evaluacién e

86



Avances en el control de calidad externo en el laboratorio de embriologia clinica

interpretacion de los resultados de las pruebas y técnicas del laboratorio, y de la
precision y exactitud de los procesos de analisis y de la eficacia del procesamiento
de células y tejidos o de la crioconservacion. El término “elaboracion de informes”
incluye tanto el contenido del informe y la validacion de los datos, como la

informacién en si misma.

En cuanto a los limites de referencia, cuando se dispone de varios valores de
referencia de un mismo individuo obtenidos en distintos momentos, se puede
estimar el intervalo de referencia individual. Asi, los valores de referencia
individuales deben haber sido obtenidos con procedimientos de medida que
produzcan resultados intercambiables: no pueden efectuarse comparaciones ni
pueden establecerse intervalos de referencia individual mezclando resultados que,
pese a estar obtenidos en un mismo individuo, no se hayan producido con el mismo

error sisteméatico y con la misma imprecision (Harris y Boyd, 1995).

Por otra parte, los limites de referencia poblacionales de cualquier magnitud
analitica se obtienen a partir de valores de referencia producidos con una
imprecision determinada. Por lo tanto, los valores de referencia obtenidos en una
misma muestra de referencia por dos procedimientos de medida que poseen
distinta imprecision son diferentes, y también serdn diferentes los limites de

referencia.

Los indicadores de calidad son una buena herramienta para monitorizar
todas las fases de una actividad, como se ha comentado anteriormente, existe
bastante literatura sobre indicadores de las fases pretécnica y técnica. Sin embargo,

el desarrollo de indicadores para la fase posttécnica ha sido mas lento (Sciacovelli
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et al., 2017). Los principales indicadores de calidad usados en la fase posttécnica
son los relacionados con informes incorrectos o con un tiempo inadecuado de

respuesta (Sciacovelli et al., 2017).
5.7. Control de calidad

Como se ha comentado, la variabilidad analitica es un fenomeno propio de
los procesos de medida, que ocasiona que los resultados obtenidos al medir
repetidamente una magnitud en un mismo espécimen puedan ser ligeramente
diferentes entre si (Haeckel, 1993). Este concepto, aplicado al manejo de gametos o
al cultivo embrionario en el LRHA, es el que hace que los resultados obtenidos al
analizar, procesar o crioconservar alicuotas de un mismo espécimen sean
ligeramente diferentes entre si. Todo esto nos obliga a realizar un conjunto de
acciones internas o externas conocido como “control de la calidad”. Estas acciones

deben estar planificadas, realizarse sistematicamente y ser demostrables.
5.7.1. Control de calidad interno

El control de calidad interno (CCInt) analitico, pretende en primera instancia,
detectar la existencia de errores de medida superiores a los tolerables, teniendo en
cuenta las caracteristicas analiticas del procedimiento de medida empleado. Existen
para ello diferentes métodos como graficos de Levey-Jennings, método de las
sumas acumuladas, control con especimenes de pacientes, control mediante la
media de los resultados de los pacientes, control mediante duplicados interseriales

y el andlisis de materiales de referencia.
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En cuanto al CCint en el cultivo de gametos y embriones, debemos
diferenciar dos aspectos. En primer lugar, los controles diarios a realizar en los
equipos. Un mal desempefio de este control podria identificarse varias semanas
después cuando la tasa de embarazo disminuya, retrasando la implementacién de
acciones correctivas (Elder y Kastrop, 2003). Este CCint, consiste en la
comprobacién de las temperaturas de incubadoras, estufas y placas calefactadas,
sin confiar en las pantallas digitales, medicion diaria de la concentracién de CO2 en
incubadoras y tanques de presion de COz2, revision de los niveles de agua en los
aparatos que asi lo precisen, revision de temperatura en congeladores y frigorificos
y revision de esta y de los niveles de nitrogeno liquido (N2) en los tanques de

almacenamiento (Elder y Kastrop, 2003).

El otro aspecto de CCint es el registro de los resultados de fecundacion,
desarrollo de embriones, supervivencia embrionaria y ovocitaria tras su
descrioconservacién, y su comparacion con registros histéricos del mismo

laboratorio, lo que evidencia a corto plazo la buena calidad del procedimiento.

Un factor clave en el mantenimiento de la calidad, es la correcta formacion de
los nuevos miembros del equipo. El término de “curva de aprendizaje” comprende el
esfuerzo requerido para adquirir una nueva habilidad en un determinado periodo de
tiempo. El tipo de curva (rapida o gradual) dependera de la dificultad técnica
inherente y de la heterogeneidad de los casos. Asi, por ejemplo, la preparacion del
semen es técnicamente facil, pero el tener que individualizar la técnica a cada
muestra hace que para obtener ¢ptimos resultados sea necesaria una curva de

aprendizaje gradual. Sin embargo, la microinyeccion de espermatozoides es
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técnicamente dificil, pero generalmente se aplica el mismo protocolo a todas las

parejas.

Un sistema de aprendizaje estandarizado es esencial para evitar futuros
problemas. El proceso de instruccion tiene que ser seguido de cerca, documentado
y aprobado por el director del laboratorio. Por lo tanto, es importante establecer los
criterios de la instruccion y los umbrales que deben alcanzarse antes de comenzar a
tratar muestras de pacientes sin supervision. Igualmente, es deseable aplicar las
medidas necesarias para que, una vez alcanzados esos umbrales, estos sean
mantenidos. Se han descrito diferentes niveles en la formacién del personal del
laboratorio de reproduccion: comprensién basica de las técnicas, puede trabajar
bajo supervision, puede trabajar sin supervision y puede entrenar a otras personas

(Keck et al., 2005; Hurtado de Mendoza et al., 2008).

Asociado a esto, una parte importante del control interno es controlar las
diferencias interobservador y realizar reuniones intracentro para homogenizar
criterios, para que las diferencias entre los distintos técnicos sean minimas. En la
Tabla 7 se muestran distintos ejemplos para controlar estas diferencias. ASEBIR
desde 2015, pone a disposicion de los laboratorios de embriologia espafioles
imagenes de varios embriones para ser evaluados por miembros de ese mismo
laboratorio con el objetivo de fomentar la implantacion de programas de CCint de

evaluacion morfologica embrionaria (ASEBIR, 2017)
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Tabla 7. Ejemplos de control de calidad interno para actividades de procedimiento

(Fase Técnica) (Castilla y Mantilla, 2016).

Area

Proceso Actividad

Control de calidad
interno

Andlisis

Anélisis de semen

Determinaciéon de
la concentracion

Semen crioconservado

Suspension bolitas latex

espermética Suspen;l_on
espermatica
Videos
Determinacion de  Semen crioconservado
la movilidad Vid
espermética |deos

Determinacion de
la morfologia
espermatica

Portaobjetos tefidos y/o
fijados

Semen crioconservado
Videos y/o fotos

Determinacion de

Portaobjetos tefidos

la vitalidad Semen crioconservado
espermética Videos

Realizacion un test Semen crioconservado
hipoosmético Videos

Determinacion de
anticuerpos anti-
espermatozoide

Semen crioconservado

directa Videos
Determinacion de
anticuerpos anti-
Sueros

espermatozoide
indirecta

Recuperacion de
espermatozoides
moviles

Realizacion de REM con
el mismo donante
conocido

Clasificacion
embrionaria

Videos y/o fotos
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Tabla 7. Ejemplos de control de calidad interno para actividades de procedimiento

(Fase Técnica) (Castilla y Mantilla, 2016) (Continuacion).

Control de calidad

Area Proceso Actividad .
interno
Procesamiento Determinacion de Ensayos de
de células y FIV/ICSI la toxicidad de : - e
tejidos cT fungible citotoxicidad periédicos
1A

Registro historico de
tasas de gestacion

Crioconservacion
de gametos
(masculino)

Crioconservacion

Tests de
descongelacién de un
mismo eyaculado
congelado en distintas
alicuotas por diferente
personal

Crioconservacion
de gametos
(femenino)

Tasa de superviviencia
de ovocitos no
fecundados
crioconservados por
distintos embridlogos

Crioconservacion
de embriones

Tasa de supervivencia
embrionaria por
embridlogo

5.7.2. Control de calidad externo

Los programas de evaluacion externa de la calidad més conocidos en los

laboratorios clinicos son los basados en la participaciéon de diversos laboratorios

gue miden, con los mismos o diferentes procedimientos de medida, una o mas

magnitudes en los mismos materiales de control, y en el que los resultados

obtenidos por un laboratorio son comparados con los resultados obtenidos por el

resto de los laboratorios participantes. Por tanto, permite conocer como estan

funcionando los procedimientos de un determinado laboratorio en relacion a como
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funcionan en otros laboratorios (OMS, 2010). De otra parte, los programas de

CCExt constituyen la base de la transferibilidad de resultados entre laboratorios.

Los programas de evaluacion externa de la calidad suelen estar organizados
por fabricantes de materiales de control, organismos oficiales u organizaciones
cientificas. La participacion suele ser voluntaria, aunque en algunos paises la ley
obliga a los laboratorios a participar en un programa de evaluacion externa de la

calidad y sus resultados pueden ser inspeccionados oficialmente.

Cada programa de evaluacién externa de la calidad establece el nUmero de
materiales de control, su frecuencia de distribucion y los valores de las magnitudes
cuyos procedimientos de medida se desea evaluar, dependiendo todo ello de la

finalidad concreta para la que haya sido disefiado.

Ademas de las caracteristicas generales sobre la estructura del programa de
evaluacion externa de la calidad, los participantes reciben informacion sobre el
origen de los materiales de control e instrucciones claras sobre su manipulacion,
estabilidad, condiciones de almacenamiento y fecha limite de entrega de los

resultados (IUPAC, 1996).

Para que un programa de evaluacion externa de la calidad sea fiable deben
cumplirse los siguientes puntos (Federacion Internacional de Quimica Clinica,

1983):

1. Los distintos materiales de control de un mismo lote deben ser totalmente
homogéneos entre si y su estabilidad debe mantenerse a lo largo de todo el periodo

de control.
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2. El nimero de laboratorios participantes debe ser el mayor posible y la
diversidad de los métodos de medida de una misma magnitud también debe ser la
mayor posible, con lo que la estimacion de los valores consensuados, tanto por
método como global, sera fiable y permitird la comparacion entre laboratorios que

utilizan el mismo método, y una buena estimacion del error sistematico.

3. Deben utilizarse materiales de control con diferentes valores de las
magnitudes en estudio, intentando abarcar todo el intervalo de medicion, o al

menos, con valores cercanos a las decisiones clinicas.

Existen dos tipos principales de programas de evaluacion externa de la
calidad analitica: tipo | y tipo Il. Las diferencias principales entre ambos tipos son la
frecuencia con que se realizan las mediciones en los materiales de control y el
hecho de que los valores de esos materiales sean conocidos por los laboratorios

participantes o no lo sean (Federacion Internacional de Quimica Clinica, 1983).

e Tipo I: En estos programas se utilizan los resultados obtenidos de forma
esporadica, aunque peridédica, por los laboratorios participantes. Se utilizan diversos
materiales de control cuyos valores no son conocidos por los laboratorios
participantes. Durante los 6 6 12 meses que suele durar cada ciclo de control, cada
laboratorio mide en cada material de control con una cadencia quincenal, mensual o
trimestral las magnitudes correspondientes a los procedimientos que se desea
controlar y, finalmente, envia los resultados al organizador. Poco tiempo después, el
organizador envia a cada laboratorio participante, para cada procedimiento de
medida sometido a control, un informe en el que se comparan los resultados

obtenidos por el participante con los obtenidos por los laboratorios que utilizan el
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mismo método de medida y con los obtenidos por todos los laboratorios
participantes, sea cual sea el método con el que miden una misma magnitud.
Finalizado el periodo de control, el organizador elabora un informe global en el que
evalla la calidad analitica obtenida por el participante para cada procedimiento y la
compara con la obtenida por el resto de los laboratorios participantes. En algunos
programas, en el informe correspondiente al final del periodo de control, se indica la
clasificacion basada en la imprecision interdiaria y el error sistemético, de cada uno
de los procedimientos utilizados por el participante en relacién con el resto de los

participantes (IUPAC, 1996).

Tipo Il: En estos programas se utilizan los resultados obtenidos
cotidianamente en el CCint. En estos programas, cuya duracion suele ser de un afio
0 mas, los materiales de control pueden estar valorados o no, aunque si no lo estan,
cada laboratorio participante les asigna sus propios valores. Asi pues, los materiales
de control se usan cada vez que se realiza una serie de mediciones para controlar
los resultados observados en los pacientes. Los resultados de control obtenidos en
el CCint se envian mensualmente al organizador del programa. A continuacion, el
organizador envia a cada laboratorio participante un informe en el que consta, para
cada procedimiento de medida sometido a control, las medidas y los coeficientes de
variacion (imprecision interdiaria) correspondientes a los resultados enviados el mes
anterior y los enviados hasta el momento desde el inicio del periodo de control
(datos acumulados), asi como la media y la desviacion tipica correspondiente a los

resultados de los laboratorios que utilizan el mismo método (valor consensual por
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método) y la media correspondiente a los resultados de todos los laboratorios,

prescindiendo del método empleado (valor consensual global) (IUPAC, 1996).

Los resultados obtenidos de un programa de CCExt nunca deben utilizarse
como base para disminuir el error sistematico calculando un factor de correccion
para aplicarlo a los resultados observados en las muestras de los pacientes, ya que
los materiales de control, frecuentemente no se comportan igual que ellos, porque
no son de origen humano, porque contienen sustancias conservantes o porque no

son equiparables a los procedimientos habituales.

Valores aberrantes: A veces el resultado enviado por un participante es
calificado de aberrante por el organizador. En estos casos debe comprobarse que
no se ha cometido ninguna equivocacion en la transcripcién de los resultados, que
se han efectuado correctamente los calculos y que se ha utilizado el material de

control adecuado.

Valores incoherentes: En los programas en que se miden dos materiales de
control simultaneamente, puede no existir coherencia entre los dos resultados. En
este caso, en primer lugar, se debe considerar un posible cruce de los dos
materiales de control. Si no existe tal confusion, se debe consultar el diagrama de
Youden (Ferré y Fuentes, 1998), que se suele incluir en estos programas, para
deducir el tipo de error. En udltima instancia se debe realizar un control adicional
utilizando diferentes materiales de control con valores cercanos a los fisiologicos y a

los patoldgicos para reconocer las influencias de la matriz.

Un punto clave en los programas de CCExt es el establecimiento de los

intervalos de aceptacion de los resultados. La Organizacion Internacional para la

96



Avances en el control de calidad externo en el laboratorio de embriologia clinica

Estandarizacion (ISO) propone cinco métodos para asignar valores de referencia

(1SO13528:2015) (Tabla 8).

Tabla 8. Métodos para obtener valores de referencia en un programa de control de

calidad externo segun la norma 1SO13528:2015.

Valor de referencia Método
1. Formulacién Mezcla de medios
2. Valor de referencia certificado Materiales certificados CRM
3. Valor de referencia Comparacion con materiales CRM

4. Valor consenso de laboratorios Valor obtenido por la media de un
expertos grupo de laboratorios expertos
5. Valor consenso de los participantes Valor obtenido por la media de los

laboratorios participantes

CRM: Material de referencia certificado.

5.8. Programa de control de calidad externo en el laboratorio de

reproduccién humana asistida

Munné et al. (1997) encontraron diferencias entre distintos laboratorios en el
grado de mosaicismo embrionario al intentar implantar un CCExt basado en el
analisis de embriones sobrantes. Estas diferencias podrian estar relacionadas con
condiciones de cultivo y/o protocolos de estimulacién suboptimos. De esta manera,
estudiando la proporcion de embriones que presentan mosaicismo en distintos
laboratorios, planteaban realizar un CCExt de los sistemas de cultivo. Este tipo de
programa nos daria una idea general de la calidad de las clinicas participantes,
tanto en lo que a la estimulacién se refiere, como a nivel de laboratorio. El problema
fundamental de este método son los aspectos ético-legales de destinar embriones

viables para este tipo de programas y/o el sesgo que seria el estudiar solo los
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embriones sobrantes, ya que no aporta informacion acerca de los embriones
transferidos. Por otro lado, no arroja informacion acerca de las medidas de

correccién a implementar, ya que no se puede conocer el origen del problema.

Los esquemas de CCExt propuestos para el LRHA y mas utilizados en
diferentes paises son: andlisis de semen (concentracion de espermatozoides,
movilidad, vitalidad, morfologia esperméatica y medicibn de anticuerpos
antiespermatozoide), realizacion de bioensayos para detectar la toxicidad y las
condiciones de cultivo subdptimas, y analisis de imagenes para la evaluacion de la
calidad y destino clinico de los embriones (Elder y Kastrop, 2003; De Jonge et al.,
2003; Castilla et al., 2010). En la Tabla 9 se muestran ejemplos de CCExt en el

laboratorio de reproduccién humana asistida.

Tabla 9. Ejemplos de control de calidad externo para actividades de procedimiento

(Fase Técnica) (Castilla y Mantilla et al., 2016).

Control de calidad

Actividad
externo

Area Proceso

Semen

Analisis de semen )
crioconservado

Analisis

Determinacion de la

Suspension bolitas

concentracion latex
espermatica Suspension
espermatica
Videos
Determinacion de la Semen
movilidad crioconservado
espermatica Videos
Portaobjetos tefidos
Determinacion de la y/o fijados
morfologia Semen

espermatica

crioconservado
Videos y/o fotos
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Tabla 9. Ejemplos de control de calidad externo para actividades de procedimiento

(Fase Técnica) (Castilla y Mantilla et al., 2016) (Continuacion).

Control de calidad

Area Proceso Actividad
externo
L, Portaobjetos tefiidos
Determinacion de la
L Semen
vitalidad )
espermatica crioconservado
Videos
Realizacion d Semen
eallzacion ,e_un crioconservado
test hipoosmatico .
Videos
Deic_armlnamon (t:!e Semen
anticuerpos ant- crioconservado
espermatozoide
directa Videos
Determinacion de
anticuerpos anti-
) Sueros
espermatozoide
indirecta
Recuperamon de Realizaciéon de REM
espermatozoides
o con semen congelado
moviles
Clasn‘_lcauc_)n Videos y/o fotos
embrionaria
Procesamiento Determinacion de la Envio material de
de células y FIV/ICSI CT IA toxicidad de un - i
s ; toxicidad desconocida
tejidos fungible

Comparacion de
indicadores con otros
centros
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Tabla 9. Ejemplos de control de calidad externo para actividades de procedimiento

(Fase Técnica) (Castilla y Mantilla et al., 2016) (Continuacion).

Control de calidad

Area Proceso Actividad
externo
Crioconservacion Evaluacion externa de
Crioconservacion de gametos semen congelado en
(masculino) el laboratorio
Crioconservacion Evaluacion externa de
de gametos ovocitos vitrificados en
(femenino) el laboratorio
Comparacion del %
Crioconservacion supervivencia
de embriones embrionaria con otros

centros

5.8.1. Control de calidad externo del analisis de semen

La implantacion de programas de CCExt de analisis de semen es amplia en
muchos paises, pues en la ultima edicién del manual de la OMS de analisis de
semen se insistia en la participacion en estos programas y se facilitaba un listado de

programas de este tipo, nacionales e internacionales (OMS, 2010).

En Espafia, tras una experiencia piloto con 18 laboratorios, se instauré en
1999 el primer programa de CCExt auspiciado por ASEBIR, dicho programa estuvo
coordinado con el Comité de control de calidad del Grupo de Interés Especial en
Andrologia de ESHRE y organizado por el laboratorio CEIFER de Granada.
Actualmente el material de dicho programa es también distribuido al programa de
evaluacion externa de la calidad de AEFA y de la Asociacibn Espafiola de
Biopatologia Médica y sus resultados procesados en conjunto (Castilla et al., 2005).
Este programa es un CCEXxt tipo |, es decir, consiste en analizar alicuotas de una

misma muestra en diferentes laboratorios dos veces al afio. El procesamiento de los
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resultados se realiza de forma andnima, introduciendo los datos por duplicado con
verificacion de los mismos en la aplicacion informética encargada de su analisis
estadistico. Todos los resultados se analizan por técnica y método utilizado,
calculandose media, desviacion estandar (DS), coeficiente de variacibn, maximo,
minimo y rango intercuartilico. Se descartan todos los valores que sean + 3DS

(Alvarez et al., 2005).

La participacion en el programa de CCEXxt para analisis de semen en Espafia
ha ido aumentando afio tras afio. El porcentaje de abandonos anuales ha ido

disminuyendo progresivamente.
5.8.2. Control de calidad externo de evaluacién embrionaria.

La evaluacién de la calidad embrionaria es clave en el laboratorio, ya que
afecta a la decision de cuantos y qué embriones transferir, lo cual esta directamente
relacionado con la eficacia de un ciclo de FIV y con la probabilidad de embarazo

multiple.

En Espafa entre 2003 y 2007 existia un programa nacional de CCExt de
evaluacion embrionaria, organizado por CEIFER y auspiciado por ASEBIR, donde
los centros participantes debian catalogar embriones en tres categorias (bueno,
regular o malo) y decidir el destino clinico de los embriones (transferir, crioconservar
o descartar). El analisis de los resultados de estos afios permiti6 demostrar las
discrepancias existentes, ya comentadas, en evaluacion embrionaria entre centros y
un panel de expertos, ya comentadas (Castilla et al., 2010). A partir de 2011, el
programa pasa a ser organizado en su totalidad por ASEBIR y en 2012 se incorpora

la clasificacidbn estandarizada publicada por ASEBIR en 2008, pasando los
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laboratorios a analizar de forma individualizada distintos tipos de variables como
namero de células del embridn, decision clinica sobre el mismo, porcentaje de
fragmentacion, vacuolizacion, nucleacion y otras caracteristicas que permiten
categorizar al embrion mediante la clasificacion embrionaria de ASEBIR (Ardoy et
al., 2008). Los laboratorios continban tomando una decision clinica (transferir,

crioconservar o descartar) sobre cada embrion.

Nuestro grupo demostrd, que la participacion en este tipo de programas
aumenta el grado de acuerdo entre laboratorios en la evaluacion morfoldgica
embrionaria (Castilla et al., 2010). Debemos recordar en este punto que la manera
de participar en los programas de CCExt segun la OMS (2010) es mediante un
miembro del personal de laboratorio que tenga un aceptable nivel en el programa de

CClnt.

Tras cinco afios de la incorporacion, en 2012, de la catalogacion
estandarizada de ASEBIR al programa de CCExt de evaluacién embrionaria, seria
fundamental conocer como ha afectado este cambio a las diferencias existentes

entre centros y expertos.

En un programa de CCEXxt para la evaluacion de imagenes de embriones, las
alternativas posibles para establecer el valor de referencia, dentro de las normas
1ISO13528:2015, son los puntos 4 (valor consenso de laboratorios expertos) y 5
(valor consenso de los participantes) expuestos en la Tabla 8. Tanto Arce et al.
(2006), que compara los resultados de la evaluacion de tres laboratorios de
expertos entre ellos y a su vez con los resultados de varios laboratorios locales,

como Ruiz de Assin et al., (2009) que compara los resultados entre un grupo de
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laboratorios y un grupo de expertos, demostraron que la variabilidad entre expertos
era inferior a la observada entre laboratorios. Demostrando la importancia de utilizar
valores verdaderos, basados en la opinion de expertos en lugar de basarse los

valores de referencia en las opiniones mayoritarias de los centros participantes.

Actualmente, existen programas similares a los descritos para Espafia en

Reino Unido, Estados Unidos y Suiza.

5.8.3. Control de calidad externo de evaluacion embrionaria con equipos time-

lapse

Actualmente no existe ningun programa de CCExt para la evaluacion

embrionaria mediante equipos de time-lapse.

Aunque los métodos time-lapse proporcionan una gran cantidad de
informacién sobre el desarrollo del embrion, su andlisis no estd automatizado
(Molder et al., 2015). Ademas, en cuanto a la medicion de tiempos en los equipos
time-lapse, so6lo un estudio ha evaluado la variabilidad intra e interobservador (entre
tres observadores), reportando poca variabilidad a este respecto (Sundvall et al.,
2013). Como ya hemos comentado, la mayoria de los estudios que buscan
desarrollar algoritmos de clasificacion usando equipos de TL sélo tienen en cuenta
el momento del desarrollo embrionario (Meseguer et al., 2011; Conaghan et al.,
2013; VerMilyea et al., 2014; Basile et al., 2015; Milewski et al., 2015; Petersen et
al., 2016). Sin embargo, estas plataformas también permiten evaluar embriones
mediante la evaluacion de caracteristicas morfoldgicas clasicas, tales como aspecto
de los pronucleos, simetria, fragmentacion y/o multinucleacion (Gardner et al.,

2016). Ahlstrom et al (2016) demostraron que esta estrategia es clinicamente mas
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atil que un método de seleccidbn de embriones en el que solo se analicen los
tiempos del desarrollo. Otros autores, utilizando diversas estrategias, han
incorporado las caracteristicas morfologicas clasicas a los algoritmos basados en
morfocinética (Conaghan et al., 2013; Diamond et al., 2015; Liu et al., 2016). En la
actualidad, poco se sabe sobre el rendimiento de los equipos time-lapse en la
evaluacion de caracteristicas morfologicas como la fragmentaciéon o
multinucleacion. Ademas, no se ha implementado a nivel nacional ni internacional
un CCExt, para evaluar la variabilidad entre laboratorios en la determinacion de

tiempos de morfocinética.

5.8.4. Control de calidad externo para la realizacibn de ensayos de

citotoxicidad

El material de laboratorio utilizado en los LRHA no debe tener un efecto
negativo en la viabilidad de los gametos y embriones. Con el objetivo de identificar
aquellos fungibles toxicos, diferentes guias recomiendan que el material sea testado
previo a su uso (OMS, 2010; ESHRE Guideline Group on Good Practice in IVF Labs
et al., 2016). Existen diferentes bioensayos para este fin (Chan et al., 2001; Elder
and Kastrop, 2003; Gardner et al., 2005, Kim et al., 2005), siendo el mas utilizado
por su facilidad y disponibilidad, el test de superviviencia esperméatica (TSE)

(lemmolo et al., 2005).

La validez del TSE es crucial para la calidad del laboratorio de andrologia y
embriologia, ya que una mala realizacion de estos bioensayos podria llevar a utilizar
materiales y/o medios embriotoxicos, lo que implicaria una disminucion de los

resultados, o a desechar materiales y/o medios no toxicos, lo que provocaria costes
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extras. En cualquier caso, un buen sistema de bioensayo de materiales y medios
llevaria consigo una mejora de resultados con un menor coste. Con objeto de
estandarizar los sistemas de bioensayo, diferentes sociedades cientificas han
implantado programas de CCExt de toxicidad (American Association of Bioanalyst,
Fertility Society of Australia, Asociacion para el Estudio de la Biologia de la
Reproduccion) (Castilla et al., 2010). En estos programas, los centros participantes
reciben diversos fungibles tratados o no con sustancias toxicas y deben responder
si el fungible es tdxico o no. Los laboratorios participantes desconocen totalmente si

los materiales han sido tratados o el nimero de fungibles tratados.

Actualmente, no existe una estandarizacién de estos programas de CCExt, y
los fungibles enviados a los centros para su evaluacion son muy diferentes, desde
materiales (puntas de pipeta, catéteres de transferencia, pipetas pasteur, placas
petri) hasta medios de cultivo. Se han observado diferencias en los resultados de
estos programas de CCExt, no pudiéndose descartar que se deba a la gran
heterogeneidad de productos utilizados. Hasta la fecha si el tipo de producto

utilizado influye en los resultados obtenidos no ha sido evaluado.

En resumen, como hemos visto en esta seccidon de la introduccion, la
participacion en programas de CCExt es clave para mejorar la calidad del servicio

prestado en el LRHA.
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6. Interpretacién de resultados de estudios sobre reproducibilidad

6.1. Fiabilidad y acuerdo

En el dia a dia, los clinicos e investigadores deben medir multiples variables.
Entre estas encontramos los estudios de gravedad de una enfermedad, respuestas
a tratamientos, confirmacion de diagnosticos y evaluacion de nuevas herramientas
de diagndstico, siendo esencial, que los resultados de estas medidas sean validos y

reproducibles (de Vet et al., 2006).

Actualmente se han desarrollado diferentes guias, que pretenden
estandarizar la forma de analizar los datos derivados de estudios cuyo objetivo es
conocer la reproducibilidad entre observadores o entre métodos de medida. Las
mas relevantes Consenso basado en Estandares para la seleccién de Instrumentos
de Medida en salud (COSMIN) (Mokkink et al., 2010), la Valoracion de la Calidad de
los Estudios de Fiabilidad (QAREL) (Lucas et al., 2010) o la Guia para Publicar

Estudios de Fiabilidad y Acuerdo (GRRAS) (Kottner et al., 2011).

Los principales conceptos que se incluyen dentro del término reproducibilidad
son la fiabilidad y el acuerdo. Estos, son conceptos vitales en el desarrollo de
clasificaciones y escalas, gestion de la calidad y disefio de ensayos clinicos
(Mulsant et al., 2002; Dunn, 2004; Szklo y Nieto, 2014). Los resultados de estudios
de fiabilidad y acuerdo proporcionan informacién sobre la cantidad de error
inherente en cualquier diagnéstico, clasificacibn o medicion, donde el tamafio del

error de medida determina la validez de los resultados del estudio o de sus
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resultados (Dunn, 2004; Shoukri, 2004; Polit y Beck, 2008; Streiner y Norman, 2008;

Szklo y Nieto, 2014).

Los términos "fiabilidad" y "acuerdo" a menudo se usan indistintamente. Sin
embargo, estos dos conceptos no son lo mismo (Bland y Altman, 1990; Feinstein y
Cicchetti, 1990; de Vet et al., 2006; Terwee et al., 2007; Gwet, 2008). La fiabilidad
puede definirse como la capacidad de un instrumento o clasificacion para diferenciar
entre los sujetos/objetos evaluados (Kottner et al., 2011). Por otro lado, el acuerdo
es el grado en el cual las puntuaciones o calificaciones coinciden entre los
observadores. Ambos conceptos son importantes, porque proporcionan informacién

sobre la calidad de las mediciones.

Aplicados al laboratorio de embriologia, los parametros de fiabilidad valoran
como de bien un instrumento o clasificacion puede distinguir un embrion de otro.
Por ejemplo, basado en alguna caracteristica morfoldgica, en la clasificacion de
ASEBIR o segun el destino final del embrion (Mokkink et al., 2010). Mientras que los
parametros de acuerdo son utlizados para indicar cuanto coinciden los

observadores, al evaluar las mismas caracteristicas morfoldégicas embrionarias.

Estos conceptos pueden medirse entre-observadores (evaluadores
diferentes, utilizando la misma escala, clasificacién, instrumento o procedimiento,
evaluando los mismos sujetos u objetos) o intra-observador (el mismo evaluador,
con la misma escala, clasificacion, instrumento o procedimiento, evalla los mismos

sujetos u objetos en distintos momentos (test-retest)).

Al informar sobre los resultados de fiabilidad y acuerdo, es necesario

proporcionar la informacion suficiente para comprender como se disefid y se llevo a
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cabo el estudio y como se obtuvieron los resultados. La fiabilidad y el acuerdo no
son caracteristicas fijas de las herramientas de medicidn, sino, mas bien, son el
producto de las interacciones entre el contexto de la evaluacion, las herramientas y

los sujetos/objetos evaluados o medidos.

Las estimaciones de fiabilidad y acuerdo se ven afectadas por diversas
fuentes de variabilidad tanto del procedimiento de medida (evaluador/es, tipo de
instrumento, momento de medida) como en el enfoque estadistico (modelo
estadistico). Por lo tanto, los resultados del estudio sélo son interpretables cuando
el ajuste de la medicion esta suficientemente descrito y el método de célculo o

presentacion gréfica se explica completamente.

Como regla general, la mayoria de las guias recomiendan describir los
potenciales sesgos que puedan encontrase en estudios de reproducibilidad (Kottner
et al., 2011). En términos epidemioldgicos, los sesgos se definen como un error
sistematico en el disefio o la realizaciéon de un estudio. Pueden aparecer en
cualquier etapa del estudio y van desde el método de seleccidn de los participantes
(sesgo de seleccién) a los procedimientos de recopilacion de informacién sobre
exposicién/enfermedad (sesgo de informacioén). La presencia de sesgos afecta a la
validez interna de los estudios y, en consecuencia, hace que las conclusiones

obtenidas no sean validas.

En general, los sesgos en estudios de precision diagndstica estan bien
definidos, y estos mismos pueden ser aplicados a estudios de reproducibilidad. Por
ejemplo, sesgo de verificacion, "cuando el gold standard esta influenciado por los

resultados de la prueba testada, ya que, por lo general no suelen utilizarse test de
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referencia, cuando el resultado es negativo" (Zhou et al.,1998) o0 sesgo de espectro
"cuando los investigadores solo incluyen casos ‘claros’ o 'definitivos', que no
representan todo el espectro de presentacion de la enfermedad, o sujetos control
sanos que no representan las condiciones en las que un diagnéstico diferencial

deberia llevarse a cabo".

Es necesario informar de los sesgos potenciales y proporcionar, si es posible,

métodos para su correccion.
6.2. Guia para Publicar Estudios de Fiabilidad y Acuerdo (GRRAS)

Ante la ausencia de estandares para realizar estudios de fiabilidad y acuerdo
en el campo clinico y con la idea de que estos estandares fueran Utiles para
investigadores, autores, revisores y editores de revistas, un comité de ocho
expertos decidié redactar la Guia para Publicar Estudios de Fiabilidad y Acuerdo
(GRRAS) para intentar solucionar esta falta de estandarizacion. EI comité estaba
formado por un grupo internacional de expertos avalados por su contribucion y
publicaciones en el campo de la fiabilidad y el acuerdo, con experiencia en la
evaluacion y desarrollo instrumental, en estimacion de fiabilidad y acuerdo o en

revisiones sistematicas en estudios de fiabilidad.

Ademas, GRAAS esta recogida en la red EQUATOR. Esta red EQUATOR
(de las siglas en ingles “mejora de la calidad y la transparencia de las
investigaciones de salud”) es una iniciativa internacional que busca mejorar la
fiabilidad y el valor de la literatura publicada de investigaciones de salud
promoviendo la publicacion de informes transparentes y precisos y un uso mas

amplio de guias fiables.
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La guia GRAAS contiene 15 puntos que deberian ser incorporados en los

estudios de fiabilidad y acuerdo. Los puntos propuestos se recogen en la Tabla 10.

Los estudios pueden ser llevados a cabo con el objetivo principal de estimar

fiabilidad y acuerdo en si mismo o pueden ser parte de estudios més grandes sobre

precision diagnoéstica, ensayos clinicos o estudios epidemiolégicos. Por lo general,

en estos ultimos, los resultados se informan solamente en un par de frases. Sin

embargo, es conveniente que los resultados de fiabilidad y acuerdo se publiquen

como parte principal de los estudios.

Tabla 10. Guia para publicar estudios de acuerdo y fiabilidad (Kottner et al., 2011).

TITULO Y
RESUMEN

INTRODUCCION

MATERIAL Y
METODOS

1. Indicar en el titulo o en el resumen que se analiza la fiabilidad
o el acuerdo entre/intra-observador.

2. Nombrar y describir el dispositivo de medicién o diagnostico
de interés.

3. Especificar la poblacién de interés

4. Especificar la poblacién de observadores de interés (si
corresponde).

5. Describir lo que ya se conoce acerca del acuerdo y fiabilidad
y el fundamento para el estudio (si aplica).

6. Explicar como se eligio el tamafio de la muestra. El nimero
de observadores, sujetos/objetos y observaciones.

7. Describir el método de muestreo.

8. Describir el proceso de medicion/clasificacion (por ejemplo,
intervalo de tiempo entre mediciones repetidas, la disponibilidad
de informacién clinica, cegamiento).

9. Si las mediciones/calificaciones se llevaron a cabo
independientemente.

10. Describir el analisis estadistico.
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Tabla 10. Guia para publicar estudios de acuerdo y fiabilidad (Kottner et al., 2011)

(Continuacion).

RESULTADOS 11. El nimero de observadores y sujetos/objetos evaluados que
fueron incluidos y el nUmero de observaciones repetidas que se
realizaron.

12. Describir las caracteristicas de la muestra de evaluadores y
de sujetos/objetos evaluados (por ejemplo, la formacion,
experiencia).

13. Resultados de fiabilidad y de acuerdo, incluidas las medidas

de incertidumbre estadistica.

DISCUSION 14. Discutir la importancia préactica de los resultados.
MATERIAL 15. Aportar resultados detallados, si es posible (por ejemplo, en
AUXILIAR linea)

6.3. Estadisticos recomendados en estudios de fiabilidad y acuerdo

Hay varios enfoques estadisticos que se pueden utilizar en la medicion de
fiabilidad y acuerdo. Habitualmente, se han desarrollado individualmente para cada
tipo de estudio, por tanto, no es posible considerar un Unico estadistico, como
estandar pues dependiendo del estudio, se debera aplicar un estadistico u otro.
Cada estadistico, ademas, dependera de las caracteristicas del tipo de datos a
analizar (ordinales, nominales, continuos), del muestreo realizado (al azar,
consecutivo, conveniencia) y del tratamiento del error (Dunn et al., 2004, Mokkink et
al., 2010). Por tanto, no es posible ser demasiado estrictos sobre cual es el "mejor"
meétodo estadistico, ya que el método a escoger depende de la finalidad y el disefio

del estudio.
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En la Tabla 11 se enumeran las medidas de fiabilidad y acuerdo segun el tipo

de variable.

Tabla 11. Métodos estadisticos para el analisis de acuerdo y fiabilidad ente/intra-

observadores en estudios de acuerdo (Kottner et al., 2011).

Tipo de variable Medidas de fiabilidad Medidas de acuerdo

Nominal Estadisticos tipo kappa Proporcién de acuerdo

Proporcion de acuerdo

especifico

Estadisticos tipo kappa _,
Ordinal Proporcién de acuerdo
ponderados

Matriz de coeficientes tipo Proporcién de acuerdo

kappa especifico

Coeficiente de correlacion  Proporcion de acuerdo y

Continua : -
intraclase acuerdo especifico

Error estandar
Coeficiente de variacion

Graficos Bland-Altman y

limites de acuerdo

6.3.1. Parametros de fiabilidad para variables cualitativas (nominales,

dicotomicas y ordinales)

Los estadisticos tipo kappa (kappa, Gwet, Brennan-Prediger...) son el
método mas usado para valorar fiabilidad para variables categoricas (Hernaez,

2015). Proporcionan informacion util sobre fiabilidad para datos categoricos
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(Kraemer et al., 2002; Dunn, 2004). sin embargo, hay varios tipos de estadisticos
kappa, incluyendo kappa de Cohen (para dos observadores), de Weiss (para
multiples observadores), asi como sus versiones ponderadas (para variables
nominales u ordinales), ademas, los procedimientos de inferencia también varian

dependiendo del estadistico adoptado.

Podemos definir kappa (k) como la proporcién de acuerdo mas alla del
acuerdo esperado por azar (Sim y Wright, 2005). Aunque los indices k han sido

ampliamente utilizados, estos, estan lejos de ser perfectos.

Por una parte, k estd influenciado por la distribucion marginal de las
clasificaciones y la prevalencia de las variables estudiadas. k asume una
distribucién equitativa de la prevalencia de las categorias de la variable bajo
estudio. Si estas categorias no presentan una prevalencia parecida en la poblacién
de estudio los valores de k se distorsionan y pasan a ser menos significativos, este
problema es conocido como la paradoja de kappa. (Cicchetti and Feinstein, 1990;
Feinstein and Cicchetti, 1990; Hoehler, 2000). Si la prevalencia de una observacion
positiva es muy alta o0 muy baja, la probabilidad de acertar por el azar es alta y el

valor de k se reduce.

Por otra parte, k, como cualquier estadistico, puede perder alguna
informacion y esta pérdida de informacion, se acentia mas cuando se convierte
para su interpretacion de una variable continua a una categoérica (Donner et al.,
1994), como ocurre con la valoracion del indice k propuesta por Landis y Koch
(1977) (Tabla 12). Ademas, los criterios para evaluar k son arbitrarios, aunque por

su uso tan frecuente, ha arraigado entre los investigadores los publicados.
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Tabla 12. Propuesta de valoracion del indice kappa (Landis y Koch, 1977).

Interpretacion del indice Kappa

. . Casi
Pobre Bajo Moderado Sustancial
prefecto
Indice
<0.20 0.21-0.40 0.41-0.60 0.61-0.80 > 0.80
kappa

Por tanto, para una correcta interpretacion de k es necesario conocer la
prevalencia (P) de las categorias de la variable analizada. Se entiende por P, la
frecuencia relativa en la que una categoria es elegida por un observador, y por
indice de prevalencia (para variables dicotdmicas), la diferencia entre las
frecuencias en la que una categoria, de una variable dicotémica, es elegida por dos
observadores diferentes de forma coincidente, dividida por el numero total de

observaciones (Sim y Wright, 2005).

Los estadisticos tipo k ponderados, son una extensiéon de los estadisticos tipo
k regulares para variables ordinales, en la que el investigador proporciona pesos

arbitrarios para sancionar el grado de desacuerdo entre observadores.
6.3.2. Parametros de fiabilidad para variables cuantitativas

Para cuantificar la fiabilidad de las mediciones asociadas a las variables
cuantitativas continuas, el indice estadistico que se debe utilizar es el coeficiente de
correlacion intraclase (CCl) (de Vet et al., 2003; Streiner, 2003; de Vet et al., 2006;
Gisev et al, 2013). Fleiss y Cohen (1973) demostraron que el CCIl es
matematicamente equivalente a los indices k y k ponderado utilizado para variables

cualitativas.
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Se basa en un modelo de andlisis de la varianza (ANOVA) con medidas

repetidas (Bland et al., 1990).

El CCl se define como la proporcion de variabilidad total debida a la
variabilidad de los sujetos/objetos evaluados. Como en el caso de cualquier
proporcion, los valores del CCIl pueden oscilar entre 0 y 1: donde el O indica
ausencia de concordancia y el 1, la concordancia o fiabilidad absoluta de los
resultados obtenidos. Si bien el valor del CCI que define una fiabilidad satisfactoria
es arbitrario y depende del uso que de ella se haga, en general, se ha indicado que
valores del CCI por debajo del 0,4 representan baja fiabilidad, que valores entre 0,4
y 0,75 representan una fiabilidad entre regular y buena, y que valores por encima de

0,75 representan una fiabilidad excelente (Bland et al., 1990; Hernaez, 2015).

La restriccion mas importante al uso del CCl es que se trata de una prueba
paramétrica y cuando utilizamos pruebas paramétricas debemos considerar las
posibles violaciones de las asunciones subyacentes, en nuestro caso normalidad de
las distribuciones de las variables, igualdad de varianzas e independencia entre los

errores producidos por los observadores.

Otra restriccion importante del CClI, al igual que cualquier otro coeficiente de
correlacion, es que es dependiente de la variabilidad de los valores observados. Si
los pacientes varian poco en sus puntuaciones (muestra homogénea), el CClI tiende
a ser bajo ya que compara la variabilidad entre pacientes con la varianza total
observada, que incluye la varianza de los pacientes, la varianza de los métodos u
observadores y el error aleatorio. Si la muestra es heterogénea, el CCl tiende a ser

mayor.
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6.3.3. Parametros de acuerdo para variables cualitativas

Se han propuesto como medidas de acuerdo el porcentaje de acuerdo (Fleiss
et al., 2003; De Vet et al., 2006), proporciones especificas de acuerdo (Fleiss et al.,

2003) y el método grafico propuesto por Bland y Altman (1990).

Se considera el porcentaje de acuerdo como el niumero de veces que
coinciden varios observadores en una observacion entre el nimero total de

observaciones, expresado en forma de tanto por uno.

Para calcular la proporcion de acuerdo positivo (el nimero de veces que
coinciden varios observadores en la evaluacion de una caracteristica que esta
presente entre el nimero total de evaluaciones de dicha caracteristica cuando esta
presente; Ppos) Y de acuerdo negativo (el nimero de veces que coinciden varios
observadores en la evaluacion de una caracteristica que no esta presente entre el
namero total de evaluaciones de dicha caracteristica cuando no esté presente; Pneg)

(Cicchetti and Feinstein, 1990; Lantz et al., 1996; Hoehler, 2000).

La proporcién de acuerdo total junto con las proporciones de acuerdo, dan
una estimacion del acuerdo global entre evaluadores y para cada categoria
(acuerdo positivo 0 negativo). Las proporciones de acuerdo no se utilizan de forma
rutinaria, sin embargo, deberian ser considerados un estandar en la presentacion de
estadisticas descriptivas basicas, de manera que ayuden a interpretar estadisticos

mas complejos (Hernaez, 2015).
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6.3.4. Parametros de acuerdo para variables continuas

El coeficiente de variacion (CV) expresa la desviacion estdndar como un
porcentaje de la media. EI CV al analizar una sola variable tiene como objetivo
describir la dispersion de los valores de la variable de tal manera que, cuanto mayor

sea el CV, mayor es la dispersion y por tanto menor acuerdo.

Una de las ventajas del CV es que no tiene unidades lo que puede utilizarse
para comparar variables que tuviesen distinta magnitud de medida. La desviacion
estandar y la media de una variable se expresan en las mismas unidades, por lo

gue, al calcular el CV, queda sin unidades.

El problema més evidente surge cuando la media de una variable es cero. En
este caso, no se puede calcular el CV o en el caso de que la media sea cercana a
cero los valores de CV pueden estar distorsionados. EI CV puede considerarse
como una medida razonable si la variable solo contiene valores positivos (UCLA:

Statistical Consulting Group).

En resumen, para obtener conclusiones validas en los estudios de
reproducibilidad es necesario aplicar guias estandarizadas para la realizacién y
publicacién de estos trabajos. Adaptando los procedimientos a las caracteristicas

especificas del estudio.
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1. Hipotesis

. La incorporacion de una catalogacion embrionaria estandarizada a un
programa de control de calidad externo de evaluaciébn morfoldégica embrionaria

clasica afectaria a la fiabilidad y acuerdo entre laboratorios y un panel de expertos.

. Por su reciente implantacion, los equipos time-lapse carecen de
controles de calidad externos, lo que podria restar validez a dichos sistemas al no

controlarse la variabilidad entre observadores.

. Los diferentes fungibles utilizados en los controles de calidad externo
de citotoxicidad podrian influir en la capacidad de los laboratorios de detectar

fungibles toxicos.
2. Justificacion

Uno de los retos a los que se enfrentan los laboratorios de reproduccién
asistida es el mantenimiento de la calidad en todos los procesos llevados a cabo en
él. Para ello, se debe evaluar la eficacia de las decisiones y procedimientos
realizados diariamente, identificar y corregir problemas, asegurar la certeza y la
precision de los procedimientos, y controlar la competencia del personal del
laboratorio. Por este motivo es fundamental analizar y evaluar los procesos y
técnicas que se llevan a cabo en el laboratorio de embriologia de forma tradicional y
aquellos procesos y técnicas nuevas que pretenden incorporarse a dichos
laboratorios con objeto de asegurar y garantizar el buen funcionamiento de los

mismos.
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En los ultimos afios los dos avances mas relevantes en el campo de la
clasificacion embrionaria han sido la publicacion de los criterios estandarizados de
catalogacion embrionaria de ASEBIR y la aparicion de plataformas de morfocinética.
Estas dltimas se han instalado en nuestros laboratorios sin analisis previos de su
reproducibilidad entre centros. Aunque actualmente se ha comprobado una baja
variabilidad entre observadores del mismo centro, se desconoce si existen
variaciones entre centros a la hora de determinar los tiempos y las caracteristicas

del desarrollo embrionario.

Como se ha comentado anteriormente, es fundamental analizar y evaluar los
procesos Yy técnicas que se llevan a cabo en el laboratorio de embriologia. En la
actualidad existen a nivel internacional distintos controles de calidad externos para
evaluar fungibles gametotéxicos, sin embargo, se desconoce si el rendimiento de un
laboratorio en la evaluacion de fungibles toxicos depende del tipo de fungible

evaluado.
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1. Analizar la reproducibilidad entre laboratorios de embriologia y un

panel de expertos en la evaluacién morfologica embrionaria clasica.

2. Analizar el impacto de los equipos time-lapse en la variabilidad entre

laboratorios de embriologia en la evaluacion morfolégica embrionaria.

3. Valorar la influencia del tipo de producto a analizar en un programa de

control de calidad externo de citotoxicidad en el laboratorio de embriologia.
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1. Acuerdo y fiabilidad entre laboratorios y un panel de expertos en

evaluacion morfolégica embrionaria clasica

Para este objetivo se comparan las respuestas dadas, por los laboratorios
participantes y un panel de expertos, durante cinco afos, en el programa de CCExt
para el laboratorio de reproduccion, organizado por ASEBIR con la colaboracion de

CEIFER utilizando una catalogacion embrionaria estandarizada.
1.1. Participacién

El nimero de laboratorios participantes en el programa del CCExt de
evaluacion morfolégica embrionaria, durante el periodo 2012-2016, ha sido de 42,
39, 39, 55 y 67 laboratorios, en los afios 2012, 2013, 2014 2015 y 2016,

respectivamente.

En todos los casos la participacion fue voluntaria e independiente de otros
programas de CCExt del laboratorio de reproduccion organizados o auspiciados por

ASEBIR (citotoxicidad, analisis de semen).
1.2. Videos

Los videos se realizaron utilizando una camara de video conectada a un
microscopio de contraste de fases [Microscopio invertido- Camara de video (Nikon,
Tokio-Japo6n)]. La 6ptica y el aumento utilizado para las grabaciones fueron Hoffman
y 400X, respectivamente. Las grabaciones se llevaron a cabo segun la rutina diaria
de evaluacién de la calidad embrionaria y son seleccionadas a criterio de los
organizadores del CCExt para el laboratorio de reproduccién. Cada video tiene una

duracion de entre 15 y 35 segundos. En ellos se realiza un barrido a lo largo de
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todos los planos focales de forma automatica de manera que pueda observarse la

totalidad del embrién.

Los videos de los embriones utilizados para el programa de CCExt son
obtenidos de los programas de FIV/ICSI del Centro MasVida Reproduccién (Sevilla).
Las pacientes habian autorizado previamente, la utilizacion de las imagenes de sus

embriones de manera anonimizada con fines de divulgacion cientifica.
1.3. Visualizacién de las imagenes

Los laboratorios acceden a las imagenes a través de una plataforma online.

En ella las imagenes estan agrupados en cinco bloques (punciones):

o Puncién 1, 2 y 3: con 15 videos cada puncién (5 videos de cigotos, 5

videos de embriones en dia 2 y 5 videos de embriones en dia 3).

o Puncion 4 y 5: con 10 videos cada puncién (5 videos de embriones en

Dia 4 y 5 videos de embriones en dia 5).
1.4. Boletin de resultados

Los laboratorios participantes y el panel de expertos debian cumplimentar un

boletin de resultados estructurado de la siguiente manera:

Para embriones en dia 2 y dia 3:

o Numero de células.
o Asimetria de las blastomeras (en estadio de 2, 4 u 8 células).
o Fragmentacion celular: Porcentaje de fragmentos (0 a 100% en

intervalos de 5%).
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Esta variable se agrupd en dos categorias (£10% o >10%) para su analisis
estadistico con el objeto de tener poblaciones de embriones con una representacion

balanceada de la caracteristica analizada.
o Presencia de vacuolas (presencia o ausencia).
o Multinucleacién (presencia o ausencia).
Para embriones en dia 5:
o Masa celular interna segun catalogacion ASEBIR (A, B, C o D)
o Trofoectodermo segun catalogacion ASEBIR (A, B, C o D)

Asi como la catalogacién embrionaria segun criterios ASEBIR (A, B, Co D)y
destino clinico del embrion tras su cultivo (descartar, crioconservar o transferir) para

embriones en dia 2, 3y 5.

Para las punciones 1, 2 y 3 los participantes deben elegir solo dos embriones
para transferir y decidir para el resto de los embriones cualquiera de los otros

destinos posibles (descartar o crioconservar).

Para las punciones 4 y 5 los participantes deben elegir solo un blastocisto
para transferir y decidir para el resto, cualquiera de los otros destinos posibles

(descartar o crioconservar).

Para estas dos ultimas punciones, los laboratorios fueron informados de que
los embriones habian sido catalogados como embriones tipo A en dia 3. Esta

informacion se dio para conocer la fiabilidad y el acuerdo en la evaluacién
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morfolégica de blastocistos y en el destino de los embriones evitando sesgos que

podrian producirse debido a la evaluacion del desarrollo previo del embrion.
1.5. Evaluacién de los videos

Se considera para cada variable analizada en la evaluacion realizada por los

laboratorios, la respuesta dada por la mayoria de los laboratorios participantes.

En ausencia de un “gold standard”, la categoria embrionaria, la evaluacion de
las caracteristicas morfologicas y el destino de los embriones fue definido por
consenso entre un panel de expertos. Este panel estd constituido por siete
miembros, escogidos debido a su calidad de expertos en el ambito de la
embriologia humana en Espafia. Estos expertos debian ser embridlogos séniores
de ASEBIR y ESHRE, tener al menos 10 afios de experiencia en el campo de la
embriologia clinica y ser miembros de los grupos de interés de Calidad o
Embriologia de ASEBIR. Estos siete embridlogos se reunen de forma presencial y

anual para analizar las mismas imagenes que se les mostraron a los laboratorios.

En los cinco afos analizados, un total de 125 embriones fueron evaluados
(25 por afio). Este result6 en un total de 200 evaluaciones morfolégicas
embrionarias (40 por afo; 15 en dia 2, 15 en dia 3 y 10 en dia 5 embriones) y 200
decisiones sobre el destino de los embriones (40 por afo; 15 en dia 2, 15 endia3y

10 en dia 5 embriones) (Tabla 13).
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Tabla 13. Actividad anual del programa de control de calidad externo, dias en los
gue los centros deben realizar la evaluacién morfolégica embrionaria y determinar el

destino del embrién y el nimero de evaluaciones hechas.

Evaluacién de las imagenes Evaluaciones

Cigoto Dia2 Dia 3 Dia4 Dia5

Puncién 1
(5 embriones)

EMEC No Si Si — — 10
DE No Si Si — — 10

Puncién 2
(5 embriones)

EMEC No Si Si — — 10
DE No Si Si — — 10

Puncién 3
(5 embriones)

EMEC No Si Si — — 10
DE No Si Si — — 10

Puncién 4
(5 embriones)

EMEC — - - No Si 5
DE -— - - No Si 5

Puncién 5
(5 embriones)

EMEC — - - No Si 5
DE -— - - No Si 5

EMEC, evaluacion morfologica embrionaria clasica; DE, destino del embrion; Evaluaciones
(por afio).

Ni las imagenes de los cigotos ni de los embriones en dia 4 fueron

analizadas, solo se incluyeron en el programa de CCExt para dar informacion en la

toma de decisiones sobre el destino de los embriones.
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2. Variabilidad entre laboratorios en la evaluacion morfoldgica

embrionaria mediante time-lapse

Los datos utilizados para este objetivo fueron obtenidos de dos fuentes:

o Ensayo piloto del programa espaiol de CCExt para el laboratorio de

reproduccion utilizando equipos time-lapse, organizado por ASEBIR en el afio 2013.

o Los datos obtenidos de los laboratorios participantes en el programa
de CCExt de EMEC durante los afos 2013-2014 organizado por ASEBIR con la

colaboracion de CEIFER.
2.1. Participacion

El ndmero de laboratorios participantes en el ensayo piloto de un programa
del CCExt para el laboratorio de reproduccion en la evaluacion morfologica
embrionaria usando equipos time-lapse, ha sido de 24 laboratorios (8 laboratorios
han participado con el equipo EmbryoScope™ (Unisense FertiliTech, Denmark), 15
con el equipo Primo Vision™ Version 4.3.1.5 (Vitrolife, Sweden) y uno participd con

ambos equipos).

Como ya se ha comentado, en todos los casos la participacion fue voluntaria
e independiente de otros programas de CCExt del laboratorio de reproduccion

organizados o auspiciados por ASEBIR (citotoxicidad, analisis de semen).
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2.2.Videos

Los videos de los embriones utilizados para el primer ensayo piloto de un
programa de CCExt para equipos time-lapse fueron obtenidos con los equipos

EmbryoScope™ o Primo Vision™,

Estos videos, se generan a partir de fotografias realizadas al embridn por los
equipos time-lapse. Estas fotografias capturan distintos planos focales del embrion,

cada 5-20 minutos.

Para la plataforma Embryoscope™ los videos fueron obtenidos con ayuda de
un software que acompafa al sistema. Este software genera un video time-lapse a
partir de imagenes estéticas de alta definicion que se obtienen cada 10 minutos, las
imagenes son tomadas a lo largo de siete planos focales. Estos embriones fueron

cultivados a una concentracion de oxigeno del 5%.

Los videos time-lapse para la plataforma PrimoVision, se generaron a partir
de imagenes que constan de siete planos focales de 200 um y son capturadas cada
5 minutos durante las primeras 24 horas y cada 20 minutos hasta el dia de la
transferencia embrionaria. Estos embriones fueron cultivados a una concentracion

de oxigeno del 21%.

Los videos de los embriones utilizados para el primer ensayo piloto de un
programa de CCEXxt para equipos time-lapse fueron obtenidos de los programas de
ICSI de GineFIV (Madrid), Clinica Tambre (Madrid) y Unidad de Reproduccién del

Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Granada).
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2.3. Esquema organizativo del ensayo piloto de control de calidad
externo de evaluacién morfolégica embrionaria utilizando equipos time-

lapse

En 2014 se inici un programa piloto con el objetivo de comprobar la
viabilidad de la instauracion de un programa de CCExt para el laboratorio de
reproduccion utilizando equipos time-lapse, que se realiz0 de una manera
totalmente gratuita. Cada centro recibio los videos de los ovocitos microinyectados
de tres punciones, en un dispositivo USB, incluyendo cada puncion, videos del
desarrollo de entre 9-14 ovocitos hasta la fase de blastocisto. Los usuarios de
Embryoscope analizaron un total de 31 embriones y los usuarios de PrimoVision

analizaron un total de 35 embriones.

La distribucion del pendrive a los diferentes laboratorios participantes se
realizd a través de mensajeria (empresa de transportes MRW) en modalidad de

envio ordinario.

Para la distribucion, se utilizaron sobres acolchados con el pendrive
debidamente identificado. Asimismo, se incluian en el sobre las caracteristicas y
especificaciones del ensayo piloto del programa de CCExt utilizando equipos time-

lapse.
2.4. Boletin de resultados

Los laboratorios participantes debian cumplimentar un Boletin de resultados

estructurado de la siguiente manera:

136



Avances en el control de calidad externo en el laboratorio de embriologia clinica

Una primera parte en la que se recogen caracteristicas morfologicas

cualitativas:
o Numero de pronucleos.
. Fragmentacion celular: Porcentaje de fragmentos (0%, <10%, 11-25%,

26-35% >35%).

o Presencia de vacuolas: inclusiones citoplasméticas rodeadas de
membrana y rellenas de un fluido virtualmente idéntico al del espacio perivitelino

(ninguna, escasas o0 abundantes).
o Asimetria de las blastomeras (en estadio de 2, 4 u 8 células),

o Compactacion: formacion de uniones intercelulares y el inicio de la

polarizacion embrionaria (Si o No).

o Catalogacién embrionaria: Los laboratorios debian clasificar los

embriones siguiendo los criterios de ASEBIR.

. Destino clinico del embrién tras el cultivo de los embriones: descartar,

crioconservar o transferir.

Una segunda parte en la que se recogen los tiempos en los que se producen

los siguientes eventos del desarrollo embrionario (caracteristicas cuantitativas):

La extrusion del segundo corpusculo polar (tPB2).

La aparicion (tPNa) y desaparicion (tPNf) de los pronucleos.

Cada una de las divisiones celulares (tSt2, t2, t3, t4, t5, t6, t7, t8, t9).

Tiempo en el que alcanza la fase de mérula (tM).
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o Tiempo en el que aparecen los primeros signos de blastulacion (tSB).
o Tiempo en el alcanza la fase de blastocisto (tB).

o Tiempo en el que comienza la expansion (tE).

o Tiempo en el que inicia la eclosion (tHN).

o Tiempo en el que ha eclosionado (tH)

3. Influencia del tipo de producto a analizar en un programa de

control de calidad externo de citotoxicidad

Todos los datos utilizados para el andlisis fueron obtenidos del programa de
CCExt de citotoxicidad (CT) para el laboratorio de reproduccion, durante el periodo

2013-2016, organizado ASEBIR con la colaboracién de CEIFER.

Se comparan las respuestas dadas por los laboratorios participantes y el
tratamiento (tbxico o no téxico) dado a los productos por parte de la organizacion

del CCExt de CT.
3.1. Participacion

El nimero de laboratorios participantes en el programa del CCExt para el
laboratorio de reproduccion en la evaluacion de fungibles citotoxicos, durante el
periodo 2013-2016, ha sido una media de 48 laboratorios. 37, 39, 54 y 64
laboratorios han evaluado puntas de pipeta y 35, 40, 53 y 63 han evaluado medios

de cultivo embrionario en los afios 2013, 2014, 2015 y 2016, respectivamente.
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Como ya se ha comentado, en todos los casos la participacion fue voluntaria
e independiente de otros programas de CCExt del laboratorio de reproduccion

organizados o auspiciados por ASEBIR (citotoxicidad, analisis de semen).

3.2. Esquema organizativo del control de calidad externo de

citotoxicidad

En 2003 se puso en marcha, por primera vez, un CCExt para la evaluacion
de material citotéxico. En sus inicios, los laboratorios evaluaban exclusivamente
materiales (Castilla et al., 2010). A partir de 2013 cada envio consisti6 en la

evaluacion de medios de cultivo y material (puntas de pipeta).

Los datos de este programa de CCExt de CT fueron comparados con los
obtenidos en este mismo programa durante los afios 2003-07 (Castilla et al., 2010)
y con los obtenidos en el programa de CCExt de CT de la Asociacibn Americana de
Bioanalistas (AAB) (AAB, 2017). En este Ultimo caso se analizan los resultados

obtenidos durante los afios 2013 a 2016.
3.3. Productos y reactivos para el chequeo por bioensayos
3.3.1. Productos

¢ Puntas de pipeta amarillas (Daslab, Espafia)

¢ Medio de cultivo M2 con HEPES (Sigma-Aldrich, E.E.U.U.)
3.3.2. Reactivos

Como reactivo para hacer citotoxicos a los productos que debian ser

analizados en el CCExt de CT, se utilizé clorhexidina. La clorhexidina es un liquido
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desinfectante de la familia de las biguanidas. Al contacto con material bioldgico,
causa la precipitacion de acidos nucleicos, desnaturalizacion de proteinas y lisis

celular (Elder et al., 2004).
3.3.3. Envios

La distribucion del material a los diferentes laboratorios participantes se
realizé a través de mensajeria (empresa de transportes MRW) en modalidad de

envio ordinario.

Para la distribucién del material se utilizaron sobres acolchados con el
material fungible debidamente etiquetado. Asimismo, se incluian en el sobre las

caracteristicas y especificaciones del programa de CCEXxt.

Se envid anualmente a los laboratorios participantes 3 muestras de medios
de cultivo embrionario y 3 puntas de pipeta. Los resultados de una de las puntas de
pipeta no se incluyen en este estudio ya que su tratamiento no fue consistente a lo

largo de los afios analizados.

El envio de las puntas de pipeta se realiz6 a temperatura ambiente mientras
qgue el de medios de cultivo se realizé en condiciones refrigeradas. Los envios se
realizaron siempre en lunes para evitar demoras en la entrega del material. Los
laboratorios fueron instruidos para conservar los medios refrigerados hasta su

evaluacion, la cual debia realizarse lo antes posible.

140



Avances en el control de calidad externo en el laboratorio de embriologia clinica

3.4. Tratamiento de los productos a analizar

Algunos de esos materiales fueron tratados por la organizacion de tal manera
gue resultasen toxicos. Los medios se hicieron toxicos mediante la adicion de

clorhexidina 0,01% y las puntas se incubaron con clorhexidina 2% durante 24h.

Los laboratorios participantes desconocian totalmente cuantos de los

productos habian sido o no tratados.

Los medios fueron manipulados en condiciones de esterilidad y las puntas de
pipeta fueron esterilizadas en autoclave. Todos los materiales habian sido testados
previamente por los organizadores del programa, los cuales comprobaron mediante
test de supervivencia espermatica (TSE) la toxicidad de los productos enviados,

observando reducciones superiores al 50% de la movilidad inicial a las 24 h.
3.5. Boletin de resultados

Los resultados de cada centro fueron remitidos a través de una web

desarrollada con ese fin.

Los laboratorios participantes debian decir si los productos testados eran

toxicos 0 no toxicos para su uso en el laboratorio de reproduccion.

Todos los laboratorios utilizaron, para valorar la toxicidad de los fungibles, el

TSE.
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4. Métodos estadisticos

4.1. Fiabilidad y acuerdo entre laboratorios y un panel de expertos en

evaluacion morfolégica embrionaria clasica

Se analizé fiabilidad y acuerdo entre laboratorios y el panel de expertos
calculando diferentes estadisticos y sus respectivos intervalos de confianza al 95%,

siguiendo las recomendaciones de la GRRAS.
4.1.1. Fiabilidad

La kappa de Cohen se calculé como medida de fiabilidad entre laboratorios y
el panel de expertos. Asi como prevalencia (P) (frecuencia con la que una categoria
en particular fue indicada por el panel de expertos) y el indice de prevalencia (IP) (la
diferencia entre las frecuencias de acuerdo entre laboratorios y un panel de
expertos en la presencia o ausencia de una caracteristica dada; solo usada para
variables dicotémicas) (Sim y Wright, 2005) para una correcta interpretacion de

kappa.

Para evitar la paradoja de kappa se calculé el coeficiente Gwet para dos

observadores (Wongpakaran et al., 2013).

Para optimizar la interpretacion de Gwet y kappa fue necesario tener en
cuenta los conceptos de resultados positivos (aquellas resultados en las que al
menos uno de los observadores detecta la presencia de la caracteristica estudiada)
y de resultados negativos (aquellas en las que al menos uno de los observadores
no detectd la presencia de la caracteristica), y calcular la proporcion de acuerdo

positivo (el nimero de resultados positivos coincidentes entre los laboratorios y el
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panel de expertos, dividido por todos los resultados positivos; Ppos) y proporcién de
acuerdo negativo (el numero de resultados negativos coincidentes entre los
laboratorios y el panel de expertos, dividido por todos los resultados negativos;

Pneg) (Cicchetti and Feinstein, 1990; Lantz et al., 1996; Hoehler, 2000).

Para la interpretacion el indice Gwet y los valores de kappa, nos basamos en
la propuesta de valoracion del indice kappa de Landis y Koch (1977) que aparece

reflejada en la Tabla 12.
4.1.2. Acuerdo

Para las variables dicotébmicas categéricas y para las variables no ordinales
policotomicas categoricas se calculdé la proporcion cruda de acuerdo. Para las
variables ordinales policotomicas categoéricas se calculd la proporcion de acuerdo

ponderado.

Para los célculos anteriores, se utilizd el programa estadistico AgreeStat2015
[Advanced Analytics, LLC (USA)]. Se utilizé una ponderacion cuadratica cuando fue
necesaria aplicarla en algin pardmetro. Para una correcta interpretacion del
acuerdo ponderado se utilizaron los siguientes intervalos: 0.70-0.79 “pobre”; 0.80-

0.89 “moderado”; 0.90-0.98 “fuerte”; 0.99-1.00 “casi prefecto” (Tworek et al., 2013).
4.1.3. Numero de observaciones

El nimero de observaciones necesario para obtener valores de fiabilidad se
calculé segun la expresién 2n?, donde n es el nimero de categorias para cada
caracteristica evaluada. En este caso, el niumero mas alto de categorias (n=4) nos

indica la necesidad de tener al menos, 2*4?°=32 embriones (Paternot et al., 2011).
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Un total de 125 embriones fueron incluidos en este trabajo para valorar el acuerdo y

la fiabilidad entre laboratorios y un panel de expertos.

4.2. Variabilidad entre laboratorios en la evaluacion morfoldgica

embrionaria mediante time-lapse

Para determinar la variabilidad entre laboratorios en la evaluacion de
variables cualitativas se utilizé el programa estadistico AgreeStat2015 [Advanced
Analytics, LLC (USA)] para calcular Gwet para multiples observadores, asi como

sus respectivos intervalos de confianza al 95%.

Para la interpretacién del indice Gwet nos basamos en la propuesta de
valoracién de indices tipo kappa de Landis y Koch (1977) descritos anteriormente

enla Tabla 12.

Se consider6 un alto grado de acuerdo cuando sobre un embrién o cigoto

mas del 75% de los laboratorios coincidian en su clasificacién o decision clinica.

Para la comparacion de las diferentes variables cualitativas analizadas se
utilizéd el test de x2 con una significacion del 5%. En caso de no cumplirse las

condiciones de validez de dicho test, se utilizd el test de Fisher.

Los datos obtenidos al analizar las variables cuantitativas se analizaron con
el paquete estadistico SPSS 19.0. Para cada tiempo analizado, se calculo el
coeficiente de variacion (CV) y el coeficiente de correlacion intraclase (CCI) junto

con sus correspondientes intervalos de confianza al 95%.
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De todas las variables cuantitativas se presenta su media y desviacion
estandar. Los tiempos medios de cada evento para los embriones analizados con

cada equipo time-lapse se compararon con el test de Student.

4.3. Influencia del tipo de producto a analizar en un programa de control

de calidad externo de citotoxicidad

Para analizar las respuestas dadas por los laboratorios durante los cuatro
afos estudiados del CCExt de CT, se calculé sensibilidad (S), especificidad (E),
valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN) y el acuerdo total de

los bioensayos, asi como su intervalo de confianza al 95%.

Se define, S, como la proporcién de materiales tdxicos que es detectado por
el bioensayo; E, como la proporcion de materiales no toxicos detectados por el
bioensayo; VPP, como la proporcién de bioensayos que detectan toxicidad y este
resultado corresponde con un material tdxico, VPN, como la proporcion de
bioensayos que no detectan toxicidad y este resultado corresponde con un material
no téxico y porcentaje de acuerdo total como la proporcion de bioensayos que

detectan correctamente el material, ya sea téxico o no toxico.

Se analiz6 el solapamiento de los intervalos de confianza al 95, para conocer
la significancia existente entre los estadisticos obtenidos al estudiar los datos del
CCExt de CT de ASEBIR durante los afios 2013-16, los obtenidos en este mismo
programa durante los afios 2003-07 (Castilla et al.,, 2010) y los obtenidos en el
programa de CCExt de CT de la Asociacion Americana de Bioanalistas (AAB) (AAB,

2017).

145



Material y métodos

Se utilizé una representacion del espacio ROC para interpretar los datos del
TSE. El espacio ROC es una representacion gréfica de la sensibilidad frente a uno
menos la especificidad. De igual manera se representaron graficamente los
resultados obtenidos con los dos productos en términos de valor predictivo positivo

y valor predictivo negativo.

Para determinar si existia relacion entre el porcentaje de acierto al analizar
medios de cultivo y el obtenido al analizar puntas de pipeta, se calculo el coeficiente

de Correlaciéon de Pearson.
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1. Acuerdo y fiabilidad entre laboratorios y un panel de expertos en

evaluacion morfolégica embrionaria clasica

1.1. Catalogacion embrionaria

El acuerdo global entre laboratorios y expertos en catalogacion embrionaria
segun criterios de ASEBIR fue sustancial (k: 0.71 (0.64-0.81); Gwet: 0.76 (0.70-
0.84)). Mediante el calculo de k no se observa ninguna diferencia en la fiabilidad en
la evaluacion embrionaria segun el dia del desarrollo (dia 2: 0.66 (0.49-0.83); dia 3:
0.75 (0.61-0.89) y dia 5: 0.68 (0.53-0.82)) Sin embargo, las elevadas diferencias en
la prevalencia de las distintas categorias de calidad embrionaria analizadas en dia 5
(14% de embriones tipo A y un 44% de embriones tipo B, segun los expertos) hace
necesario el calculo de Gwet para evitar la comentada “paradoja de kappa’.
Mediante al célculo de Gwet si se observa una ligera tendencia a un mayor grado
de fiabilidad entre laboratorios y expertos al analizar embriones con mas dias de
desarrollo (dia 2: 0.72 (0.57- 0.87); dia 3: 0.79 (0.67-0.91) and dia 5: 0.86 (0.78-
0.93)). Este menor grado de fiabilidad en dia 2 y dia 3 se debe a que el porcentaje
de acuerdo ponderado entre laboratorios y expertos fue menor (pobre y moderado,
respectivamente) en embriones de categoria D que en el resto de categorias. Sin
embargo, en las otras categorias este porcentaje de acuerdo fue superior a 0.9

(fuerte) en cualquier dia del desarrollo (Tabla 14).
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Tabla 14. Acuerdo y fiabilidad entre laboratorios y el panel de expertos en

evaluacion morfolégica embrionaria.

Evaluacion
morfologica Acgerdg
embrionaria n P ponderado Kappa Gwet
Dia 2
A 28 37.3 0.92
(0.86-0.98)
B 12 16.0 0.98
(0.96-1.00)
C 20 26.7 0.96
(0.91-1.00)
D 15 20.0 0.78
(0.60-0.96)
Total 75 0.91 0.66 0.72
(0.87-0.96) (0.49-0.83) (0.57-0.87)
Dia 3
A 14 18.7 0.96
(0.89-1.00)
B 11 14.7 0.96
(0.89-1.00)
C 23 30.7 0.96
(0.92-1.00)
D 27 36.0 0.89
(0.80-0.98)
Total 75 0.93 0.75 0.79

(0.90-0.97) (0.61-0.89) (0.67-0.91)
P, prevalencia; (A, B, C, D; categorias de la catalogacion ASEBIR donde A tiene el mejor pronostico
y D el peor; (95% intervalo de confianza).
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Tabla 14. Acuerdo y fiabilidad entre laboratorios y el panel de expertos en

evaluacion morfolégica embrionaria (continuacion).

Evaluacion
morfologica Acgerdg
embrionaria n P ponderado Kappa Gwet
Dia 5
A 7 14.0 0.92
(0.87-0.97)
B 22 44.0 0.94
(0.90-0.99)
C 13 26.0 0.98
(0.96-1.00)
D 8 16.0 0.93
(0.89-0.98)
Total 50 0.95 0.68 0.85
(0.93-0.97) (0.53-0.82) (0.78-0.93)
Global
A 49 24.5 0.93
(0.89-0.97)
B 45 22.5 0.96
(0.93-0.98)
C 56 28.0 0.96
(0.94-0.99)
D 50 25.0 0.86
(0.80-0.93)
Total 200 0.93 0.71 0.76

(0.91-0.95) (0.64-0.81) (0.70-0.84)
P, prevalencia; (A, B, C, D; categorias de la catalogacién ASEBIR donde A tiene el mejor pronostico
y D el peor; (95% intervalo de confianza).
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1.2. Caracteristicas morfolégicas embrionarias

Para analizar las discrepancias observadas en catalogacién embrionaria en
dia 2 y dia 3 entre laboratorios y expertos, determinamos el grado de acuerdo y la
fiabilidad en la evaluacion de las diferentes variables morfolégicas que llevan a la
catalogacion embrionaria segun ASEBIR. Las grandes diferencias en la prevalencia
de algunas caracteristicas morfoloégicas impiden una correcta interpretacion de k.
Por lo que se utilizé el indice Gwet. Los indices Gwet obtenidos para las variables
morfolégicas fragmentacién y asimetria, fueron casi perfectos, asi como altos
porcentajes de acuerdo. En fragmentacién y asimetria la Ppos y Pneg fueron

similares, siempre superiores a 0.88 (Tablas 15y 16).
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Tabla 15. Acuerdo y fiabilidad entre laboratorios y el panel de expertos en la evaluaciébn del porcentaje de

fragmentacion.

Fragmentacion Acuerdo
n P IP crudo Pneg Ppos Kappa Gwet
Dia 2
£10% 59 78.7 0.95
(0.89-1.00)
>10% 16 21.3 0.88
(0.70-1.00)
Total 75 0.56 0.93 0.96 0.85 0.81 0.90
(0.45-0.67) (0.88-0.99) (0.91-1.00) (0.77-0.93) (0.64-0.97) (0.81-0.99)
Dia 3
<10% 59 78.7 0.97
(0.92-1.00)
>10% 16 21.3 0.94
(0.88-1.00)
Total 75 0.56 0.96 0.97 0.91 0.88 0.94
(0.45-0.67) (0.92-1.00) (0.94-1.00) (0.84-0.97) (0.75-1.00) (0.87-1.00)
Global
<10% 118 78.7 0.96
(0.92-0.99)
>10% 32 21.3 0.91
(0.80-1.00)
Total 150 0.56 0.95 0.97 0.88 0.84 0.92
(0.48-0.64) (0.91-0.98) (0.94-0.99) (0.83-0.93) (0.74-0.95) (0.86-0.98)

P, prevalencia; IP, indice de prevalencia; Pneg, proporcién de acuerdo negativo; Ppos, proporcion de acuerdo positivo; (95% intervalo de

confianza)
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Tabla 16. Acuerdo y fiabilidad entre laboratorios y el panel de expertos en la evaluacion de la asimetria.

Asimetria Acuerdo
n P IP crudo Pneg Ppos Kappa Gwet
Dia 2
Igual 32 71.1 1.00
(1.00-1.00)
Desigual 13 28.9 1.00
(1.00-1.00)
Total 45 0.42 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
(0.28-0.57) (1.00-1.00) (1.00-1.00) (1.00-1.00) (1.00-1.00) (1.00-1.00)
Dia 3
Igual 26 57.8 0.92
(0.82-1.00)
Desigual 19 422 0.95
(0.84-1.00)
Total 45 0.13 0.93 0.94 0.92 0.86 0.87
(0.03-0.23) (0.86-1.00) (0.87-1.00) (0.85-1.00) (0.71-1.00) (0.72-1.00)
Global
Igual 58 64.4 0.97
(0.92-1.00)
Desigual 32 35.6 0.97
(0.91-1.00)
Total 90 0.28 0.97 0.97 0.95 0.93 0.94

(0.19-0.37) (0.93-1.00) (0.94-1.00) (0.91-1.00) (0.85-1.00) (0.87-1.00)
P, prevalencia; IP, indice de prevalencia; Pneg, proporcién de acuerdo negativo; Ppos, proporcion de acuerdo positivo; (95% intervalo de
confianza).
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En la evaluacion de multinucleacion, se observo un elevado porcentaje de
acuerdo entre laboratorios y expertos cuando esta caracteristica no estaba presente
(0.99) pero un bajo porcentaje de acuerdo cuando la multinucleacion estaba
presente (0.41). Al comparar la probabilidad del positivo (Ppos) y probabilidad del
negativo (Pneg) observamos que son muy diferentes al analizar multinucleacién

(0.56 (0.48-0.64) vs 0.96 (0.93-0.99)) (Tabla 17).
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Tabla 17. Acuerdo y fiabilidad entre laboratorios y el panel de expertos en la evaluacion de multinucleacion.

Multinucleacion Acuerdo
n P IP crudo Pneg Ppos Kappa Gwet
Dia 2
Ausencia 64 85.3 1.00
(1.00-1.00)
Presencia 11 14.7 0.45
(0.12-0.79)
Total 75 0.79 0.92 0.96 0.63 0.59 0.90
(0.69-0.88) (0.86-0.98) (0.91-1.00) (0.52-0.73) (0.29-0.88) (0.82-0.98)
Dia 3
Ausencia 69 92 0.99
(0.96-1.00)
Presencia 6 8 0.33
(0.00-0.83)
Total 75 0.88 0.93 0.96 0.44 0.41 0.92
(0.81-0.95) (0.88-0.99) (0.92-1.00) (0.33-0.56) (0.00-0.83) (0.86-0.99)
Global
Ausencia 133 88.7 0.99
(0.98-1.00)
Presencia 17 11.3 0.41
(0.16-0.67)
Total 150 0.83 0.93 0.96 0.56 0.53 0.91
(0.77-0.89) (0.89-0.97) (0.93-0.99) (0.48-0.64) (0.28-0.77) (0.86-0.97)

P, prevalencia; IP, indice de prevalencia; Pneg, proporcion de acuerdo negativo; Ppos, proporcidon de acuerdo positivo; (95% intervalo de

confianza).
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En la evaluacién de vacuolas se observo un elevado porcentaje de acuerdo
entre laboratorios y expertos cuando esta caracteristica no estaba presente (1.00)
pero un bajo porcentaje de acuerdo cuando el embrién estaba vacuolado (0.27). Al
comparar la probabilidad del positivo (Ppos) y probabilidad del negativo (Pneg)
observamos que son muy diferentes al evaluar presencia de vacuolas (0.43 (0.35-

0.51) vs 0.97 (0.94-1.00)) (Tabla 18).
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Tabla 18. Acuerdo y fiabilidad entre laboratorios y el panel de expertos en la evaluacion de vacuolas.

Vacuolas Acuerdo
n P IP crudo Pneg Ppos Kappa Gwet
Dia 2
Ausencia 73 97.3 1.00
(1.00-1.00)
Presencia 2 2.7 0.50
80.00-1.00)
Total 75 0.96 0.99 0.99 0.67 0.66 0.99
(0.92-1.00) (0.96-1.00) (0.97-1.00) (0.56-0.78) (0.03-1.00) (0.96-1.00)
Dia 3
Ausencia 66 88.0 1.00
(1.00-1.00)
Presencia 9 12.0 0.22
(0.00-0.54)
Total 75 0.85 0.91 0.95 0.36 0.33 0.89
(0.77-0.93) (0.84-0.97) (0.90-1.00) (0.25-0.47) (0.00-0.69) (0.81-0.98)
Global
Ausencia 139 92.7 1.00
(1.00-1.00)
Presencia 11 7.3 0.27
(0.00-0.57)
Total 150 0.91 0.95 0.97 0.43 0.41 0.94

(0.86-0.95) (0.91-0.98) (0.94-1.00) (0.35-0.51) (0.09-0.73) (0.90-0.98)

P, prevalencia; IP, indice de prevalencia; Pneg, proporcién de acuerdo negativo; Ppos, proporcion de acuerdo positivo; (95% intervalo de
confianza).
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En la evaluacién del nimero de células, la fiabilidad fue casi perfecta, tanto
con el estadistico k (0.99 (0.98-1.00)) como con Gwet (1.00 (1.00-1.00)). Sin
embargo, en los embriones con un numero de células =210 segun los expertos, el
porcentaje de acuerdo fue moderado (0.82 (0.72-0.93)). El porcentaje de acuerdo
observado al analizar embriones con un numero de células <10 fue alto, siempre

superior al 0.90 (Tabla 19).
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Tabla 19. Acuerdo y fiabilidad entre laboratorios y el panel de expertos en la

evaluacion del niumero de células.

N° de
células Acuerdo
n P ponderado Kappa Gwet
2 9 6.0 1.00
(1.00-1.00)
3 4 2.7 1.00
(1.00-1.00)
4 53 353 1.00
(1.00-1.00)
5 8 5.3 1.00
(1.00-1.00)
6 17 11.3 0.93
(0.80-1.00)
7 11 7.3 0.98
(0.93-1.00)
8 34 227 0.99
(0.98-1.00)
9 7 4.7 0.93
(0.82-1.00)
210 7 2.7 0.82
(0.72-0.93)
Total 150 1.00 0.99 1.00

(1.00-1.00) (0.98-1.00) (1.00-1.00)
P, prevalencia; (95% intervalo de confianza).
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La caracteristica morfolégica del blastocisto que presentdé mas discrepancia
entre laboratorios y expertos fue la valoracion de la masa celular interna (MCI). La
fiabilidad fue moderada segun k (0.58 (0.36-0.79)) y buena segun Gwet (0.72 (0.54-
0.90)). Estas discrepancias se observaron especialmente, cuando los expertos
consideraban que la MCI era de categoria D (0.70 (0.34-1.00)). Sin embargo, en la
evaluacion de la calidad del trofoectodermo se observan valores de fiabilidad mas
altos, que los obtenidos para la evaluacion de la MCI, y un grado de acuerdo casi

perfecto (0.94 (0.68-0.85)) entre laboratorios y el panel de expertos (Tabla 20).
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Tabla 20. Acuerdo y fiabilidad entre laboratorios y el panel de expertos en la

evaluacion de la morfologia de la masa celular interna (MCI) y el trofoectodermo.

Dia 5 Acuerdo
n P ponderado Kappa Gwet
MCI
A 17 395 0.98
(0.96-1.00)
B 12 27.9 0.89
(0.82-0.96)
C 8 18.6 0.90
(0.79-1.00)
D 6 14.0 0.70
(0.34-1.00)
Total 43 0.90 0.58 0.72
(0.85-0.96) (0.36-0.79) (0.54-0.90)
Trofoectodermo
A 9 25.0 0.94
(0.90-0.98)
B 18 50.0 0.95
(0.90-1.00)
CcC 3 8.3 0.93
(0.80-1.00)
D 6 16.7 0.93
(0.87-0.98)
Total 36 0.94 0.68 0.85

(0.68-0.85) (0.51-0.86)  (0.76-0.94)

MCI, masa celular interna; P, prevalencia, (A, B, C, D), categorias de la evaluacién de ASEBIR
donde A tiene el mejor prondéstico y D el peor; (95% intervalo de confianza).
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1.3. Destino del embrion

La fiabilidad entre laboratorios y el panel de expertos en el destino del
embridn fue moderada y significativamente inferior a la observada en catalogacion
embrionaria (k: 0.51 vs 0.71 p<0.05; Gwet: 0.51 vs 0.76 p<0.05). Se observé una
tendencia a un porcentaje de acuerdo entre laboratorios y expertos mas bajo
cuando el destino de un embrion para los expertos era crioconservar (transferir:

0.75; crioconservar: 0.56; descartar: 0.72) (Tabla 21)
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Tabla 21. Acuerdo y fiabilidad entre laboratorios y el panel de expertos en la

evaluacioén del destino final del embrién.

Destino final Acuerdo
del embrion n P crudo Kappa Gwet
Dia 2
Transferir 31 41.3 0.77
(0.62-0.93)
Crioconservar 22 29.3 0.32
(0.11-0.53)
Descartar 22 29.3 0.82
(0.65-0.99)
Total 75 0.65 0.47 0.49
(0.54-0.76) (0.32-0.63) (0.32-0.65)
Dia 3
Transferir 30 40.0 0.73
(0.57-0.90)
Crioconservar 21 28.0 0.57
(0.35-0.80)
Descartar 24 32.0 0.67
(0.47-0.87)
Total 75 0.67 0.49 0.51
(0.56-0.78) (0.32-0.66) (0.34-0.67)
Dia5
Transferir 10 20.0 0.70
(0.40-1.00)
Crioconservar 25 50.0 0.76
(0.58-0.94)
Descartar 15 30.0 0.60
(0.33-0.87)
Total 50 0.70 0.51 0.57
(0.57-0.83) (0.29-0.73) (0.38-0.76)
Global
Transferir 71 355 0.75
(0.64-0.85)
Crioconservar 68 34.0 0.56
(0.44-0.68)
Descartar 61 30.5 0.72
(0.60-0.83)
Total 200 0.67 0.51 0.51
(0.60-0.74) (0.41-0.60) (0.41-0.60)

P, prevalencia; (95% intervalo de confianza).
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2. Variabilidad entre laboratorios en la evaluacion morfoldgica

embrionaria mediante equipos time-lapse

2.1. Tiempos del desarrollo embrionaria en los equipos time-lapse

Cada uno de los eventos del desarrollo embrionario analizados con los
equipos EmbryoScope™ y Primo Vision™ presentaron tiempos similares, aunque a
partir del proceso de blastulacion estos tiempos son mas cortos en los embriones

cultivados en EmbryoScope™ (Figura 20).
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Figura 20. Tiempos medios de las variables cuantitativas para ambas plataformas

de morfocinética, (maximos y minimos).
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Ambos equipos presentan dos periodos de mayor variabilidad entre
laboratorios en los tiempos de los eventos del desarrollo. Un primer pico de
variabilidad en los eventos iniciales del desarrollo embrionario (extrusion del
segundo corpusculo polar y aparicion de pronucleos) y un segundo pico de

variabilidad entre el estadio de 8 células y el estadio de mérula (Figuras 21y 22).
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Figura 21 Media de los coeficientes de variacién y sus correspondientes intervalos
de confianza al 95% obtenidos en los diferentes tiempos del desarrollo embrionario
desde la ICSI (inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoide) hasta el estadio de

blastocisto, para ambas plataformas de morfocinética.
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Figura 22. Coeficiente de correlacion intraclase y su correspondiente intervalo de
confianza al 95% obtenido a diferentes tiempos del desarrollo embrionario desde la
ICSI (inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoide) hasta el estadio de

blastocisto, para ambas plataformas de morfocinética.
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2.2. Catalogacién embrionaria

La variabilidad entre laboratorios en clasificacion embrionaria segun los
criterios de ASEBIR fue similar (moderada-sustancial) tanto en los laboratorios que
utilizaban la evaluacion morfolégica embrionaria clasica como aquellos que
participaban con EmbryoScope™ en dia 2, 3 y 5 del desarrollo embrionario. Sin
embargo, esta variabilidad fue mas alta (baja-moderada) entre los usuarios de

Primo Vision™ (Tabla 22).
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Tabla 22. Variabilidad entre laboratorios (Gwet) en catalogacion embrionaria segun

criterios ASEBIR y destino clinico.

Primo Vision™ Embryoscope™ EMEC
Catalogacion
Dia 2 0.38 0.60 0.64
(0.24-0.52) (0.47-0.72) (0.52-0.75)
Dia 3 0.39 0.56 0.63
(0.24-0.54) (0.43-0.69) (0.49-0.78)
Dia 5 0.59 0.73 0.70
(0.39-0.79) (0.60-0.86) (0.62-0.78)
Destino
Dia 5 0.81 0.87 0.63
(0.71-0.90) (0.80-0.94) (0.54-0.72)

EMEC, Evaluacién morfol6gica embrionaria clasica; (intervalo de confianza al 95%).
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Similares conclusiones obtuvimos al analizar el porcentaje de embriones que
presentaban un alto grado de acuerdo. En los laboratorios que usaron EMEC
(30.4%, 24/79) y EmbryoScope™ (35.2%, 25/71) se obtuvo un porcentaje de
embriones con alto grado de acuerdo similar. Este porcentaje fue en ambos casos
superior al porcentaje de embriones con alto grado de acuerdo que se obtuvo entre

los usuarios de Primo Vision™ (20%, 17/85).

Ademas, el porcentaje de embriones que presentaron un alto grado de
acuerdo entre laboratorios cuando fueron clasificados segun criterios ASEBIR, tanto
con EMEC como con equipos time-lapse fue significativamente superior cuando los
embriones fueron clasificados como de muy baja calidad (tipo D) por la mayoria de

los laboratorios participantes, que para las categorias A, B o C (Tabla 23).
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Tabla 23. Porcentaje de embriones con un alto grado de acuerdo en evaluacion

morfologica embrionaria segun criterios ASEBIR.

Primo Vision™ Embryoscope™ EMEC
A 18% (5/28) 33% (7/21) 37% (7/19)
B 0% (0/14) 8% (1/13) 9% (2/23)¢
C 0% (0/18) 19% (4/21) 24% (6/25)f
D  48% (12/25)abe 81% (13/16)2bce 75% (9/12)2b<

EMEC, Evaluacién morfol6gica embrionaria clasica; (nimero de embriones con alto grado de

acuerdo/numero de embriones de esa categoria).
ap<0.05AvsD;

bp<0.05BvsD;

cp=<0.05CvsD;

dp<0.05AvsB;

e p < 0.05 Primo Vision vs Embryoscope;

f p <0.05 Primo Vision vs EMEC
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2.3. Caracteristicas morfoldégicas embrionarias

En la mayoria de las variables cualitativas del desarrollo embrionario, se
observd una muy baja variabilidad, tanto al utilizar la evaluacidon morfologica
embrionaria clasica como al usar los equipos EmbryoScope™ o Primo Vision™. Sin
embargo, se observo una variabilidad mas alta en: falsa division (Gwet: 0.69 (0.53-
0.84) para usuarios de Primo Vision™ y 0.77 (0.62-0.93) para usuarios de
EmbryoScope™) y presencia de vacuolas (Gwet: 0.58 (0.41-0.76) para usuarios de
Primo Vision™ y 0.57 (0.36-0.79) para usuarios de EmbryoScope™) en usuarios de
equipos time-lapse y para multinucleacién, concretamente en los laboratorios que
participaron con Primo Vision™ (Gwet: 0,70 (0.61-0.79)). En la evaluacion de la
asimetria de las blastomeras la variabilidad observada entre laboratorios fue alta en

todos los métodos analizados (Tabla 24).
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Tabla 24. Variabilidad entre laboratorios (Gwet) en la evaluacion de variables

embrionarias en los tres métodos de evaluacion analizados.

Primo Vision™  Embryoscope™ EMEC
Numero de PN 0.99 0.99
(0.99a1) (0.98 a 1)
TamaFIIDoNde los 0.92 097
(0.86 2 0.97) (0.90 a 1)
OposiciF?l\r|1 de los 0.89 0.92
(0.83 a 0.94) (0.86 2 0.97)
(0.78 2 0.97) (0.77 a2 0.99)
(0.74 a 0.93) (0.81a 1)
Fragmentacion 0.83 0.91 0.95
(0.78 a 0.88) (0.87 a 0.95) (0.92 2 0.98)
Multinucleacion
en estadio de 2 a 0.70 0.94 0.92
4 células
(0.61 a0.79) (0.90 a 0.97) (0.86 a 0.98)
Falsa division 0.69 0.77
(0.53 a 0.84) (0.62 2 0.93)
Vacuolas 0.58 0.57 0.99
(0.41 a 0.76) (0.36 2 0.79) (0.99 a 1)
Asimetria 0.39 0.40 0.54
(0.22 a 0.55) (0.25 a 0.54) (0.44 a 0.64)

PN, pronucleos; (Intervalo de confianza al 95%).
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2.4. Destino del embridén

Respecto al destino del embrién, en dia 5, el nivel de variabilidad fue inferior
entre los usuarios de equipos time-lapse (Gwet: 0.81 (0.71-0.9) para usuarios de
Primo Vision™ y 0.87 (0.80 a 0.94) para usuarios de EmbryoScope™) que entre los
laboratorios que utilizaron EMEC (Gwet: 0.63 (0.54-0.72)) (Tabla 22). Ademas, el
porcentaje de embriones con alto grado de acuerdo segun su destino fue
significativamente superior entre los usuarios de equipos time-lapse (>62%) que

entre los usuarios de EMEC (25%) (Tabla 25).

EL porcentaje de embriones que presentaron un alto grado de acuerdo entre
laboratorios respecto a su destino, tanto entre usuarios de EMEC como de equipos
time-lapse, fue superior para embriones a descartar que en aquellos embriones a

transferir (Tabla 25).
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Tabla 25. Porcentaje de embriones con alto grado de acuerdo en decision clinica.

Primo Vision™ EmbryoScope™ EMEC
Transferir 0% (0/3) 67% (2/3) 33% (1/3)
Crioconservar 42% (5/12) 60% (9/15) 20% (3/15)
Descartar  85% (17/20) 100% (13/13) 50% (1/2)
Total  62% (22/35)2 77% (24/31)° 25% (5/20)

EMEC, Evaluacién morfol6gica embrionaria clasica; (nimero de embriones con alto grado de acuerdo/nimero de embriones de esa
categoria);

a p < 0.05 Primo Vision vs EMEC

b p < 0.05 EmbryoScope vs EMEC
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3. Influencia del tipo de producto a analizar en un programa de

control de calidad externo de citotoxicidad

De manera global e independientemente del producto analizado En la
evaluacion de fungibles en el programa de CCExt de CT se observé que la S fue

superior a la E, y que el VPN fue superior que el VPP.

Al comparar los resultados segun el material utilizado, observamos de
manera global que se obtienen parametros de rendimiento diagndstico similares con
ambos materiales, excepto en el VPP que resultd significativamente mas alto al
utilizar puntas de pipeta que medios de cultivo (0,82 [0,77-0,87] vs 0,71 [0,66-0,76],

p<0.05) (Tabla 26).
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Tabla 26. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo y acuerdo

global obtenidos en la evaluacién de puntas y medios.

Puntas de pipeta Medios de cultivo

Sensibilidad 0.93 0.87
(0.89-0.97) (0.83-0.91)
Especificidad 0.79 0.76
(0.73-0.85) (0.71-0.81)
Valor pre(;llcmvo 0.92 0.90
negativo
(0.88-0.96) (0.87-0.93)
Valor pr_edmﬂwo 0.82 071
positivo
(0.77-0.87) (0.66-0.76)
Acuerdo global 0.86 0.81
(0.83-0.90) (0.77-0.84)

(Intervalo de confianza al 95%)
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Se comparan los resultados obtenidos en este trabajo con los resultados de

otros programas de CCExt de CT.

Comparando los resultados obtenidos analizando medios de cultivo en el
CCExt de CT de ASEBIR y AAB (AAB, 2017) se observa, de manera global,
parametros de rendimiento diagndstico inferiores en el primer programa a los
obtenidos por los centros participantes en el CCExt de CT organizado por AAB

(Tabla 27).

Al comparar los resultados obtenidos analizando materiales en el CCExt de
CT de ASEBIR y los datos publicados por Castilla et al., (2010), se observa de
manera global una tendencia a obtener pardmetros de rendimiento diagndstico

superiores a los obtenidos en este ultimo trabajo (Tabla 28).
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Tabla 27. Comparaciéon de sensibilidad, especificidad, valor predictivo

positivo y negativo y acuerdo global entre los programas de CCExt de CT con

medios de cultivo de ASEBIR y AAB (AAB, 2017).

ASEBIR AAB

Sensibilidad 0.87* 0.97
(0.83-0.91) (0.96-0.98)

Especificidad 0.76* 0.94
(0.71-0.81) (0.93-0.98)

Valor predictivo negativo 0.90* 0.97
(0.87-0.93) (0.96-0.98)

Valor predictivo positivo 0.71* 0.94
(0.66-0.76) (0.93-0.98)

Acuerdo global 0.81* 0.96
(0.77-0.84) (0.95-0.96)

*p<0.05
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Tabla 28. Comparaciéon de sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y negativo y acuerdo global entre los programas de CCExt de CT con

materiales de ASEBIR (2013-16) y ASEBIR (2003-07; Castilla et al., 2010).

ASEBIR (2013-16) ASEBIR (2003-07)

Sensibilidad 0.93 0.83
(0.89-0.97) (0.75-0.91)

Especificidad 0.79 0.68
(0.73-0.85) (0.59-0.77)

Valor predictivo negativo 0.92 0.84
(0.88-0.96) (0.76-0.92)

Valor predictivo positivo 0.82 0.67
(0.77-0.87) (0.59-0.77)

Acuerdo global 0.86* 0.75
(0.83-0.90) (0.68-0.81)

*p<0.05
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3.1. Influencia de la experiencia de los laboratorios en la participacién

en un programa de control de calidad externo de citotoxicidad

Al analizar las respuestas de los laboratorios por niumero de participaciones
en el programa de CCExt de CT de ASEBIR, se observdé que en la primera
participacion evaluando medios de cultivo, los resultados obtenidos son mas bajos
en Sy E, que los obtenidos en la primera participacion evaluando puntas de pipeta
(Figura 23). Sin embargo, en las siguientes participaciones, con mas experiencia,
los resultados en sensibilidad y especificidad son similares entre ambos productos

(Figura 23).
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Figura 23. Espacio ROC obtenido en la valoracion de medios (A) y puntas (B)
segun el numero de participacion en el CCExt de CT. El tamafio de los circulos se

corresponde con el numero de laboratorios.
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El VPP obtenido en la evaluacion de puntas de pipeta fue superior al de
medios tanto en la primera participacion del laboratorio como en las participaciones
en las que el laboratorio tenia mas experiencia. Ademas, el VPP permanece
constante y siempre superior a 0.8 en la evaluacion de puntas de pipeta, al contrario

de lo que ocurre en la evaluacion de medios de cultivo.

El VPN fue similar entre ambos productos, independientemente del nUmero

de participaciones en el CCExt de CT (Figura 24).
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Figura 24. Representacion grafica del valor predictivo positivo frente al valor
predictivo negativo obtenidos en la valoracion de medios (A) y puntas (B) segun el
namero de participacion en el CCE-CT. El tamafio de los circulos se corresponde

con el nimero de laboratorios.

A
1
o
=08
2
o 0.6 Participacion
e @ 18 (n=85)
o 022 (n=61)
204 232 (n=27)
; ® 42 (n=18)
T>5 0,2
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
1-(Valor predicitivo negativo)
B
1
S
= 0,8
‘n
a Participacion
ar
£5° 12 (n=84)
Q 0 22 (n=65)
204 -
= @ 32 (N=27)
= ®42 (n=19
20,2 (n=19)
>
0

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
1-(Valor predictivo negativo)

186



Avances en el control de calidad externo en el laboratorio de embriologia clinica

3.2. Correlacion entre el grado de acuerdo en medos de cultivo y puntas de

pipeta en el test de citotoxicidad

No se observé una correlacion significativa entre el porcentaje de aciertos de
un laboratorio en medios de cultivo y el de aciertos en puntas de pipeta (r=0.026)

(Figura 25).
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Figura 25. Porcentaje de acierto en puntas de pipeta frente a porcentaje de acierto
en medios de cultivo en el CCE-CT. El tamafio de los circulos se corresponde con el

numero de laboratorios.

120

100

60

Porcentaje de acierto al analizar
puntas de pipeta

0 20 40 60 80 100 120
Porcentaje de acierto al analizar medios de cultivo

188



Discusion






Avances en el control de calidad externo en el laboratorio de embriologia clinica

Las técnicas de reproduccion asistida son fundamentales para atender los
deseos reproductivos de las parejas estériles y de las mujeres sin pareja masculina,
para evitar la transmision de enfermedades infecciosas y hereditarias o para
preservar la fertilidad. Estas técnicas se organizan en tres areas: andlisis de
gametos, cigotos y embriones, procesamiento de gametos y embriones y

crioconservacion de gametos y embriones (Castilla y Mantilla, 2016).

Como cualquier laboratorio clinico, el LRHA debe estar orientado a satisfacer
las necesidades de sus usuarios mediante procesos de probada seguridad y
eficiencia. Para ello es clave la implantacion de sistemas de calidad y programas de
CCint y CCExt. Actualmente, diferentes sociedades cientificas han recomendado la
participacion en programas de CCExt de EME y de CT, ya que permiten conocer la

fiabilidad de los laboratorios y aumentar su eficiencia, respectivamente.

Respecto a los primeros, trabajos previos de nuestro grupo demostraron la
importancia de utilizar valores de referencia basados en la opinién de expertos y
pusieron de manifiesto las importantes diferencias existentes entre laboratorios y
expertos en evaluacion morfoldégica embrionaria clasica (EMEC). Con el objeto de
profundizar en el estudio de estas discrepancias, desde 2012 hasta la actualidad se
incorpord al programa de CCExt de EME de ASEBIR, el uso de la catalogacion

embrionaria publicada por ASEBIR poco tiempo antes.

En este tiempo, se han incorporado a la practica diaria de los LRHA los
equipos time-lapse para realizar la evaluacidbn embrionaria, por lo que como ya
ocurre para la EMEC, es clave el desarrollo de programas de CCExt que evalien y

validen su utilidad, especialmente por su reciente implantacion (Harper et al., 2012).
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Por otra parte, y para garantizar la viabilidad de gametos y embriones, el
LRHA debe tener la capacidad de identificar los fungibles téxicos antes de su uso,
para lo cual se recomienda testar la CT de estos fungibles previo a su utilizacion.
Los programas de CCExt de CT en los LRHA estan implantados desde hace
tiempo, pero es necesario su estandarizacion ya que los fungibles que se evalGan
son muy diversos (puntas de pipeta, placas de cultivo, catéteres de transferencia,
medios de cultivo, etc.) y se desconoce si el rendimiento de un laboratorio en la

evaluacion de fungibles toxicos depende del tipo de fungible evaluado.

En este trabajo, nos proponemos abordar diferentes aspectos de los
programas de CCExt del LRHA, utilizando una metodologia estandarizada como

son las recomendaciones para publicar estudios de fiabilidad y acuerdo (GRRAS).

1. Acuerdo y fiabilidad entre laboratorios y un panel de expertos en

evaluacion morfologica embrionaria clasica

El andlisis de los resultados obtenidos en el programa de CCExt de ASEBIR
desde 2012, utilizando una catalogacion estandarizada, ha demostrado el alto grado
de acuerdo existente entre laboratorios y expertos en la evaluacion de embriones de
buena calidad. Este grado de acuerdo es similar al observado en este mismo
programa previo a la incorporacion de la catalogacion estandarizada (Ruiz de Assin
et al., 2009), utilizando un sistema de catalogacion embrionaria de tres categorias
("bueno”, "intermedio” y "pobre"). Sin embargo, a diferencia de estos autores,
observamos una tendencia a un mayor desacuerdo entre laboratorios y el panel de

expertos en los embriones tipo D, posiblemente, debido a que en la asimilacion de

192



Avances en el control de calidad externo en el laboratorio de embriologia clinica

un sistema de catalogacion estandarizado de cuatro categorias se presentan mas
dificultades en la definicion de embriones de baja calidad que en los de calidad
optima. En consecuencia, los usuarios de la catalogacién de ASEBIR, analizados en
este trabajo, podrian haber relacionado "buena” calidad con A, "intermedio” con B y
"pobres” con C o D. Esto explicaria por qué, en nuestros resultados, cuando el
panel de expertos catalogd un embrion como D, la mayoria de los laboratorios lo

clasificacion en una categoria mas alta.

Otros autores, que han analizado fiabilidad y acuerdo en evaluacion
morfolégica embrionaria (Arce et al., 2006; Baxter Bendus et al., 2006; Paternot et
al., 2009; Storr et al., 2017) no analizan el acuerdo segun las categorias
embrionarias. Sin embargo, este analisis es importante, ya que la inexactitud en la
catalogacion concreta de embriones de mala calidad podria llevar a una menor
especificidad en la seleccién de embriones, provocando que embriones con menor
potencial de implantacién se transfieran antes que otros con mayor potencial. Esto
generaria un periodo de espera mas largo para lograr el embarazo aumentando el
stress en las parejas que requieren de técnicas de reproduccién asistida (Gianaroli

et al., 2013).

Ademas de tener en cuenta las categorias embrionarias, se debe tener en
cuenta que los estadisticos de fiabilidad y acuerdo en estudios basados en
esquemas de catalogacion de tres o mas categorias deben ser ponderados, como
se realiza en este trabajo, ya que errores en una sola categoria (por ejemplo,

clasificar un embriéon D como C) tienen menor significacion clinica que los errores
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gue implican diferencias en mas de una categoria (por ejemplo, clasificar un

embrion D como B o A).

La fiabilidad “casi perfecta” obtenida en la evaluacion de la fragmentacion
embrionaria, es superior a la publicada hasta el momento (Arce et al., 2006;
Paternot et al., 2009, 2011). La mayor fiabilidad obtenida en comparacion con la
obtenida por Arce et al. (2006), puede ser debido al tipo de imagenes analizadas.
En este Ultimo estudio, la evaluacion de un panel de expertos se bas6 en imagenes
2D, mientras que la evaluacion realizada por el resto de laboratorios fue sobre
imagenes en 3D. Por el contrario, en nuestro estudio tanto los laboratorios como el
grupo de expertos tuvieron acceso a imagenes en 3D enfocadas en forma de
barrido a lo largo de todo el embrion. Esta diferencia podria afectar a los niveles de
fiabilidad y de acuerdo, ya que las imagenes 2D no permiten al observador
determinar, por ejemplo, el volumen total del embribn que es ocupado por
fragmentos. Otra causa, podria ser el diferente nimero de categorias utilizadas en
ambos estudios para valorar la fragmentacion. En nuestro estudio se utilizan dos
categorias para valorar fragmentacién (£10% y >10%) mientras que en el estudio de
Arce et al. (2006) se utilizan seis categorias para evaluar la misma caracteristica, lo
gue podria llevar a un menor grado de fiabilidad al analizar fragmentacion (Matava

et al., 2015).

En la evaluacion de la asimetria de las blastomeras, la fiabilidad obtenida en
nuestro estudio fue significativamente superior a la obtenida en los estudios

multicéntricos publicados (Arce et al., 2006; Paternot et al., 2011).
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Al analizar presencia/ausencia de multinucleacion o de vacuolas en
embriones en estadio de células y la catalogacién de blastocistos entre laboratorios
y un panel de expertos mediante EMEC se obtuvo un porcentaje de acuerdo
ponderado casi total (>0,92) entre laboratorios y el panel de expertos, asi como una
elevada fiabilidad (Gwet: >0,90), mientras que al utilizar el coeficiente kappa (k) para
medir la fiabilidad, este fue moderado, inferior a 0,7. Esta paradoja de obtener
elevados porcentajes de acuerdo con k bajas, ya comentada en la introduccion
(6.3.1.Parametros de fiabilidad para variables categéricas (nominales, dicotomicas y
ordinales)) es debida a grandes diferencias en la prevalencia de las categorias de
los embriones analizados. La probabilidad de acuerdo debida solamente al azar se
ve aumentada en poblaciones muy homogéneas, es decir, en poblaciones en las
que la presencia de una caracteristica tiene alta o baja prevalencia, como es el
caso, por ejemplo, de la presencia de vacuolas o multinucleacién (que tienen baja
prevalencia) (Cicchetti y Feinstein, 1990; Feinstein y Cicchetti, 1990; Sim y Wright,
2005; Quemadura y Weir, 2011). Al evaluar estas caracteristicas, los embridlogos
pueden estar de acuerdo, por casualidad, en que la mayoria de los embriones no
presentan multinucleacion; sin embargo, este acuerdo no ofreceria ninguna garantia
de que los embridlogos pudieran identificar, de forma habitual, estas alteraciones en
el embrién. De hecho, nuestros resultados, muestran un alto grado de acuerdo para
los embriones que no presentan las anomalias (multinucleacion y vacuolas) y bajo

grado de acuerdo para los embriones que si las presentaban.

Por consiguiente, los programas de CCEXxt de evaluacion embrionaria deben

incluir entre los embriones a analizar, una mayor proporcion de embriones que
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presentan anomalias morfoldgicas, lo que permitiria a los laboratorios mejorar su

capacidad de identificar estas anomalias.

Nuestros resultados muestran que la fiabilidad entre laboratorios y el panel
de expertos sobre el numero de células tiende a disminuir de forma inversamente
proporcional al numero de blastomeras. Esto se deberia al l6gico aumento de la
dificultad de identificar células conforme aumenta el nimero de estas. Esta idea,
coincide con investigaciones previas (Arce et al., 2006; Paternot et al., 2011). Sin
embargo, nuestros valores de fiabilidad son superiores a los publicados por Arce et
al. (2006), debido probablemente, a la forma de analizar las imagenes en 2D en

este Ultimo estudio, como se comentd anteriormente.

A pesar de las limitaciones del coeficiente k, los resultados obtenidos de
fiabilidad y acuerdo en catalogacién de embriones son superiores a los publicados
anteriormente por otros autores usando este coeficiente (Arce et al., 2006; Baxter
Bendus et al., 2006; Paternot et al., 2009; Storr et al., 2017). Esto a pesar de que en
nuestro trabajo se utilizd una clasificacibn de méas categorias (cuatro categorias)
gue tiende a producir valores mas bajos de k (Matava et al., 2015). La discrepancia,
entre nuestros datos y los publicados por otros autores podria deberse al diferente
disefio de nuestro estudio (en el que la categoria elegida por la mayoria de
laboratorios se comparé con la asignada por un panel de expertos) en comparacion
con el disefio empleado por otros investigadores (variabilidad interobservador). Sin
embargo, el hecho de que la deteccion de multinucleacion o vacuolas sea deficiente
cuando estan presentes, en comparacion al alto grado de acuerdo observado en la

determinacion de la ausencia de multinucleacion o vacuolas, podria explicar

196



Avances en el control de calidad externo en el laboratorio de embriologia clinica

parcialmente la elevada variabilidad entre observadores, publicada por otros
autores, cuando se ha analizado la fiabilidad en la evaluacibn de estas
caracteristicas sin diferenciar si estaban o no presentes (Arce et al., 2006; Paternot

et al., 2009, 2011).

En la catalogacion de blastocisto, se observan altos valores globales de
fiabilidad y acuerdo. Sin embargo, observamos al igual que Storr et al., (2017),
niveles bajos de fiabilidad entre observadores en la evaluacion de la MCI. Estos
autores no analizaron la influencia de la calidad de la MCI en esta baja fiabilidad.
Nosotros, al tener en cuenta este factor, observamos que la baja fiabilidad obtenida
al analizar la MCI es debida principalmente a las MCI de mala calidad. EI menor
grado de acuerdo obtenido al evaluar las MCI tipo D, no parece afectar a la
clasificacion general de blastocistos, esto podria ser debido al mayor peso asignado
a la calidad del trofoectodermo en la clasificacion ASEBIR de blastocistos (Hurtado

de Mendoza, 2015).

Con respecto al destino final del embrién, la baja fiabilidad y acuerdo
observados, especialmente en la decision de crioconservar embriones, en
comparacién a los valores de fiabilidad y acuerdo encontrados en catalogacion
embrionaria, podria deberse a las diferentes politicas de transferencia vy
criopreservacion propias de cada centro. Mientras que en unos la politica de
transferencia de embridén Unico puede estar completamente implementada, en otros
sera mas habitual no realizar transferencia en fresco y congelar todo (freeze all).
Estas consideraciones podrian explicar la alta variabilidad en las tasas de embarazo

derivado de criotransferencia observado entre laboratorios por el ESHRE IVF
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Monitoring Consortium, en comparacion con la variabilidad observada tras
transferencia de embriones frescos (coeficiente de variacion: 0,41 vs 0.18,
respectivamente) (European IVF-Monitoring Consortium for the European Society of
Human Reproduction and Embryology et al., 2016). Creemos que deben realizarse
estudios mas profundos para comparar las politicas de transferencia existentes con
el fin de lograr niveles mas altos de acuerdo respecto al destino final del embrién

especialmente cuando los embriones deberian ser criconservados.

La relativa poca fiabilidad observada en el destino del embridn en dia 5, en
comparacién con lo publicado por Storr et al. (2017), podria ser debido a que
nuestro programa considera tres opciones de respuesta (transferencia,
criopreservar o descartar) mientras que Storr et al. (2017) consideran solo dos

(transferencia o no de transferencia).

Una de las limitaciones de nuestro trabajo es que no disponemos de
informacion sobre el nivel de experiencia de los embriélogos que participan en el
CCExt. Sin embargo, Baxter Bendus et al (2006) no observaron relacion entre el
nivel de formacién o de los afios de experiencia de los embridlogos participantes y
el acuerdo entre observadores al evaluar diferentes pardmetros de una clasificacion
morfolégica embrionaria. Otra limitacibn de nuestro estudio es que el acuerdo
intraobservador no fue analizado (el grado en el que un observador consigue
idénticos resultados de forma repetida bajo condiciones de evaluacion similares).
Sin embargo, varios autores han publicado altos niveles de acuerdo intraobservador
en situaciones similares (Arce et al., 2006; Baxter Bendus et al., 2006). Otra posible

limitacion es que la participacion en el programa de CCExt de ASEBIR es
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voluntaria, esta circunstancia podria generar un sesgo de seleccion, en el que sélo
los embri6logos con un interés particular en mantener altos estandares de calidad
en sus laboratorios participarian en el CCExt, mientras que otros, con menos
interés, podrian optar por no hacerlo. Una limitacion que afecta a todos los
programas de CCExt de evaluacion morfolégica embrionaria es que dichos
programas no tienen en cuenta otras caracteristicas relevantes para la toma de
decisiones en el laboratorio de embriologia, como la historia clinica de los pacientes

o las condiciones de cultivo.

En conclusion, los valores mas altos de fiabilidad y acuerdo en evaluacién
morfolégica embrionaria entre un panel de expertos y los laboratorios se encuentran
en la evaluacion de los embriones sin anomalias morfolégicas. Cuando se observan
diferencias entre el panel de expertos y los laboratorios, se deben a la presencia de
vacuolas y multinucleacion, y MCI de baja calidad. Consideramos necesario
desarrollar actividades para mejorar la evaluacion de estas caracteristicas
morfolégicas. Estos resultados deben tenerse en cuenta para disefiar mejores

esquemas de CCExt.

2. Variabilidad entre laboratorios en la evaluacion morfologica
embrionaria mediante time-lapse

Los equipos time-lapse permiten la obtencion de mas informacion sobre el
desarrollo embrionario y dan la posibilidad de visualizar las imagenes tantas veces

como sea hecesario, sin perjudicar las condiciones de cultivo embrionario, lo que

deberia facilitar la obtencion de resultados precisos. Sin embargo, segun Lundin y

199



Discusién

Ahlstrom (2015), el hecho de que los eventos del desarrollo embrionario puedan ser
definidos en diferentes momentos (inicial, medio o final), podria dificultar la
comparacién de los resultados obtenidos por diferentes laboratorios. Nuestros
resultados, tras analizar los datos de un ensayo piloto de CCExt de EME mediante
time-lapse, parecen confirmar esta hipotesis, observandose un pico de variabilidad
entre laboratorios al analizar eventos que tardan mas tiempo en producirse (30-45
min.), como la extrusion del segundo corpusculo polar o la aparicion de los
pronucleos. Por el contrario, en eventos que se producen casi instantdneamente,
como la division celular o la desaparicion de los pronucleos, la variabilidad

observada entre laboratorios fue significativamente menor.

Otro pico de variabilidad entre laboratorios, observado con este ensayo
piloto, tuvo lugar a partir del estadio de 8 células, posiblemente porque las células
estan mas préximas entre si haciendo mas dificil su contaje y porque en estos
momentos suele comenzar el proceso de compactacion. Ademas, esta
compactacion puede ser parcial o incompleta, cuando alguna célula es excluida de
la compactacién o cuando el proceso de compactacién no ha terminado, lo que
hace imposible distinguir claramente, si estamos ante un embrién en el que pueden
contarse células o ante uno que ha comenzado la etapa de morula. Esta
observacion estaria relacionada con el descenso de acuerdo y fiabilidad en la

evaluacion del nimero de blastdmeras mediante EMEC comentado anteriormente.

Tras la revision sistematica realizada por Kirkegaard et al. (2013) sobre los
parametros morfocinéticos relacionados con la consecucion de embarazo o de

embriones euploides, estos autores llegaron a la conclusion de que los pocos
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pardmetros con capacidad predictiva, publicados por mas de un laboratorio, estaban
fuera de los periodos de alta variabilidad entre laboratorios comentados
anteriormente. Esto sugiere que los pardmetros para estos periodos de alta
variabilidad entre laboratorios tienen poca validez externa y no deben ser utilizados
en algoritmos de clasificacion embrionaria. De hecho, uno de los algoritmos mas
utilizados, publicado por Meseguer et al. (2011) y actualizado por Basile et al.
(2015), no incluye ninguno de los pardmetros incluidos en estos picos de alta

variabilidad entre observadores.

La baja variabilidad observada entre laboratorios, al analizar mediante time-
lapse los eventos de morfocinética, coincide con la publicada por Sundvall et al.
(2013). En nuestro estudio, la validez de esta conclusion se vio reforzada por la
participacion de 24 laboratorios, comparado con los tres observadores del mismo

laboratorio estudiados por Sundvall et al. (2013)

Tras comprobar los resultados del ensayo piloto de EME mediante time-lapse
con los obtenidos en el programa de CCExt de EMEC, no se observdé una
disminucién en la variabilidad entre laboratorios usuarios de equipos time-lapse
frente a los usuarios de EMEC, en la evaluacién de ninguna caracteristica
morfologica ni en clasificacion de embriones segun los criterios ASEBIR. Este
resultado es contrario a lo que habria cabido esperar de una menor variabilidad en
usuarios de equipos time-lapse, y podria deberse en parte, a que muchas
caracteristicas morfolégicas embrionaria son transitorias y los criterios para evaluar
dichas caracteristicas no estan bien definidos actualmente para los equipos time-

lapse (Hardarson et al., 2006; Chavez et al., 2012).
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Entre los usuarios de Primo Vision™ la variabilidad fue significativamente
mayor en la evaluacion de la fragmentacién y multinucleacion que entre los usuarios
de EmbryoScope™ y EMEC. Esto puede ser debido a limitaciones técnicas
(6pticas) de esta plataforma, dificultando la evaluacién de estas caracteristicas. Este
hallazgo corrobora las recomendaciones de otros autores (Harper et al., 2012;
Lundin y Ahlstrom, 2015) de que cualquier nueva tecnologia de seleccion de
embriones debe ser evaluada antes de su incorporacién a los laboratorios de

reproduccion asistida.

Cabe destacar que la ya comentada ausencia de mejora en la variabilidad
entre observadores en los usuarios de time-lapse incluye la evaluacién de la
asimetria, una caracteristica en la que podria esperarse un menor acuerdo entre los
usuarios de EMEC, ya que estos no disponen de herramientas precisas para
evaluar la asimetria de la célula. En cambio, muchos equipos time-lapse si que
disponen de estos instrumentos. Estos resultados podrian explicarse por tres
factores. En primer lugar, no todos los laboratorios utilizan estos instrumentos. En
segundo lugar, no todos los laboratorios emplean la misma definicion de asimetria
embrionaria y, por dltimo, la mencionada naturaleza transitoria de las caracteristicas
morfolégicas, incluyendo asimetria, puede dificultar su andlisis (Aparicio-Ruiz et al.,

2016).

Al contrario de lo que ocurre en catalogacion embrionaria, la variabilidad en
decision clinica es menor entre usuarios que utilizan equipos time-lapse que entre
aquellos que utilizan EMEC. Este puede deberse a la baja variabilidad observada en

caracteristicas morfolégicas, que soOlo pueden ser observados por time-lapse
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(Kirkegaard et al., 2012, Ciray et al., 2014), y que han sido relacionadas con una
baja calidad embrionaria (Rubio et al., 2012; Athayde Wirka et al., 2014; Liu et al.,
2015). Sin embargo, la variabilidad obtenida en las caracteristicas que pueden
observarse con ambos métodos es mas alta que en las caracteristicas anteriores.
Esto parece ser un resultado logico, puesto que, en la toma de decisiones, los
usuarios de EMEC, solo utilizan las caracteristicas para las cuales hay un menor
acuerdo; por lo tanto, la decision clinica en base a estas variables presenta una
mayor variabilidad que cuando se tienen en cuenta mas variables (como es el caso

de los laboratorios que utilizan time-lapse).

Algunos autores han sugerido que el uso de algoritmos basados solo en
eventos morfocinéticos debe complementarse con la observacién de caracteristicas
morfolégicas clasicas, ya sea con equipos time-lapse (Aparicio-Ruiz et al., 2016) o
por EMEC (Kieslinger et al., 2016). Sin embargo, nuestros resultados muestran que
esta practica sigue presentando variabilidad entre laboratorios. El uso de la
tecnologia time-lapse para evaluar variables morfologicas clasicas requiere que
estas variables estén claramente definidas. Por ejemplo, el grado de fragmentacion
puede evaluarse de varias formas: como el grado de fragmentacion maxima
alcanzada durante todo el desarrollo del embrién; como el grado de fragmentacion
en el Ultimo fotograma obtenido antes de cada ciclo celular; o como el grado de
fragmentacion que presenta el embrion el dia de la transferencia (Ahlstrom et al.,
2016). Segun nuestros datos, el uso de equipos time-lapse no garantiza un mayor
acuerdo entre laboratorios en la evaluacion de variables morfolégicas. Por lo tanto,

creemos que antes de recomendar la incorporacion de estas variables en los
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algoritmos correspondientes, la definicion de parametros tales como la asimetria,
multinucleation y vacuolas, utilizando tecnologia time-lapse, debe ser

estandarizada.

Los resultados de nuestro estudio muestran que los laboratorios de
embriologia tienden a presentar menor variabilidad en la evaluacion de embriones
de baja calidad que en los de alta calidad. De igual manera, tienden a presentar
menor variabilidad en el destino clinico de los embriones que deben descartase que
en el de los que deben transferirse, independientemente de la técnica de evaluacion
embrionaria utilizada. Estos resultados coinciden con los publicados por Arce et al.
(2006) y Castilla et al. (2010) para los usuarios de EMEC. El alto grado de acuerdo
en la clasificacion de embriones de baja calidad produciria una baja tasa de rechazo
de embriones viables. Por otro lado, la heterogeneidad de los resultados
observados en la clasificacion de los embriones de alta calidad dificulta la obtencion
de modelos de clasificacion reproducibles que permitan un incremento en las tasas

de implantacion (Kirkegaard et al., 2014).

Kirkegaard et al. (2015) sugirieron que las catalogaciones embrionarias
deben utilizarse para clasificar en lugar de para seleccionar, para evitar el riesgo de
desechar embriones viables, teniendo en cuenta que ningdn modelo de
catalogacion ha demostrado un 100% de sensibilidad y especificidad en la
prediccion del potencial de implantacion. De hecho, Mastenbroek et al. (2011),
teniendo en cuenta este riesgo, cuestiono la necesidad de cualquier seleccion
embrionaria y recomendaron, al menos, la redefinicién de “seleccion de embriones”.

Para minimizar este efecto negativo de la seleccion embrionaria, es crucial controlar
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la exactitud de los criterios de seleccion de embriones, que, como muestran

nuestros resultados, varia segun la tecnologia utilizada.

Existen distintas limitaciones en este estudio. Los embriones evaluados por
cada método son diferentes y han estado sometidos a diferentes condiciones de
cultivo. Estas diferencias en las condiciones de cultivo producirian diferencias en el
desarrollo de los embriones y en su morfologia, esto podria hacer que los
laboratorios coincidan entre ellos a la hora de evaluar los embriones mas con un
método que con otro. Sin embargo, los tiempos de desarrollo de los embriones
analizados fueron similares para cada una de las plataformas y aunque no hubo
diferencias significativas, a partir de la etapa de moérula se observa un desarrollo
embrionario més lento en los embriones examinados usando el sistema Primo
Vision™. Esto puede ser debido a que los embriones en el sistema EmbryoScope™
fueron cultivados en una atmadsfera al 5% de oxigeno, mientras que los cultivados
en el sistema Primo Vision™ son cultivados en una atmosfera con un 21% oxigeno.
Esto coincide con la idea de que embriones cultivados a bajas concentraciones de
oxigeno presentan una velocidad de desarrollo més rapida que los embriones
cultivados a concentraciones atmosféricas de oxigeno (De los santos et al., 2013;

Kirkegaard et al., 2013).

Otra limitacion es que se desconocen las tasas de implantacion de los
embriones evaluados y, por tanto, no se ha podido determinar, si la variabilidad
entre laboratorios, observada en este estudio, en decision clinica y en catalogacion
embrionaria puede reducir la efectividad de los ciclos de reproduccion asistida.

Ademas, en este estudio, no se analizo la variabilidad intraobservador, sin embargo,
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Sundvall et al. (2013) publicaron que en una situacion similar la variabilidad
intraobservador es baja. Por ultimo, no se puede descartar la posibilidad del sesgo

de participacion ya comentada en el estudio anterior.

En vista de los resultados de este estudio la variabilidad entre laboratorios en
la determinacion de pardmetros morfocinéticos depende de la caracteristica del
evento, siendo alta si el evento analizado se produce lentamente. Creemos
necesario desarrollar directrices para definir e interpretar las caracteristicas
morfolégicas clasicas observadas por time-lapse antes de incorporar estas

caracteristicas a algoritmos diagnésticos basados en time-lapse.

3. Influencia del tipo de producto a analizar en un programa de

control de calidad externo de citotoxicidad

La identificacién de fungibles que puedan ser citotéxicos es esencial para el
optimo rendimiento de los LRHA (Lierman et al., 2007). Con este obijetivo, es
fundamental testar los fungibles a usar en el LRHA mediante bioensayos como el
TSE (Nijs et al., 2009; OMS, 2010; ESHRE Guideline Group on Good Practice in
IVF Labs et al., 2016). Para garantizar la validez de estos TSE se recomienda
participar en programas de CCExt (De Jonge et al., 2003; Nijs et al., 2009; Castilla
et al., 2010; Hossain et al., 2010; OMS, 2010). Los resultados obtenidos en estos
programas deberian no verse influidos por el tipo de fungible utilizado. Sin embargo,
nuestros resultados demuestran que, a la hora de evaluar el rendimiento de estos
bioensayos, la capacidad para detectar productos toxicos se relaciona con el tipo de

fungible testado.
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En nuestro estudio, se observa una tendencia a obtener resultados de S, E,
VPP y VPP analizando puntas de pipeta, superiores a los publicados por Castilla et
al. (2010). Esto podria deberse a que en los afios incluidos en nuestro estudio, los
laboratorios participantes solo utilizaron el TSE como test y solo analizan un tipo de
material (puntas de pipeta), al contrario de lo que ocurria en el programa de CCExt
cuando fue analizado por Castilla et al. (2010), en los que los laboratorios
emplearon diferentes métodos de evaluacion, lo que influye en los resultados de los
bioensayos (Miller et al., 2001; Cai et al., 2006) y se analizaron diversos tipos de

materiales toxicos, lo que también podria influir en la deteccion de CT.

Los resultados en S, E, VPP y VPN obtenidos en nuestro estudio analizando
medios de cultivo, son inferiores a los observados en el programa de CCExt de CT
de la AAB que también utiliza medios de cultivo en su programa (AAB, 2017). Estas
diferencias podrian deberse a diferencias en la manipulacion de los medios de
cultivo para convertirlos en toéxicos en los dos programas de CCExt de CT

analizados.

Los laboratorios participantes detectan mejor los productos citotéxicos que
los que no lo son, pues se observan VPN superiores a VPP. Desde un punto de
vista clinico parece menos perjudicial equivocarse clasificando fungible no toxico
como toxico que un fungible téxico como no toxico. Pues en este ultimo caso
estariamos utilizando en nuestro laboratorio material perjudicial para los gametos.
Esta tendencia coincide con la observada en nuestro programa afos anteriores
analizando materiales (Castilla et al., 2010) y con la observada en programas

similares analizando medios de cultivo (AAB, 2017).
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Los mismos laboratorios son mas eficaces detectando toxicidad en puntas de
pipeta que en medios de cultivo. Estas diferencias no son achacables a diferencias
en el nivel de toxicidad de los productos utilizados pues los organizadores
verificaron mediante un TSE que el nivel de toxicidad de los materiales producia
siempre reducciones en la movilidad espermatica a las 24h superiores al 50% de la
inicial. Ademas, estas diferencias hubieran afectado principalmente al VPN, pues
ante un producto muy téxico se darian pocos falsos negativos (FN). Sin embargo,
las diferencias entre productos se han observado en VPP, lo que solo puede
deberse a que los TSE realizados por los laboratorios presentan falsos positivos
(FP), es decir detectan toxicidad en fungibles que no han sido manipulados y no son
toxicos. Al observar en nuestros resultados, que las diferencias se mantienen,
independientemente del nUmero de veces que un laboratorio ha participado en el
programa de control de calidad, no se pueden achacar estas, a una curva de

aprendizaje.

Creemos mas bien, que estas diferencias pueden estar relacionadas con el
método utilizado por los laboratorios para evaluar la CT de los fungibles. Cuando se
evallan puntas de pipeta, los espermatozoides control se encuentran en el mismo
medio de cultivo que los espermatozoides que estan bajo la influencia de la
toxicidad de las puntas de pipeta. Sin embargo, cuando se evalian medios de
cultivo los espermatozoides control se encuentran en un medio diferente al que se
encuentran los espermatozoides incubados con el medio problema. Una manera de
evitar esto, seria aconsejar a los laboratorios que para evaluar los medios incubaran

durante un tiempo (unas horas) los espermatozoides con el medio problema y
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posteriormente realizaran el cultivo overnight en el mismo medio de cultivo que los
espermatozoides control. De esta manera, se evitaria que pequefias diferencias en
movilidad puedan achacarse a que el medio testado es toxico, cuando en realidad
se debe a la diferente composicion de los medios de cultivo utilizados. Otra
alternativa seria incluir en los envios de medio de cultivo, una alicuota no
manipulada del mismo medio de cultivo problema, para ser utilizada como control

en TSE.

Otra posible causa de las diferencias observadas podria ser que las
condiciones de transporte, almacenamiento y manipulacion en los laboratorios hasta
su uso, afecte mas negativamente a los medios de cultivo que a las puntas de
pipeta (Nijs et al., 2009; Swain et al., 2012;). Esto podria provocar que medios que
no eran toxicos en origen se hayan alterado, dando resultados en TSE diferentes a

los que deberia obtenerse.

En nuestro trabajo no hemos ajustado por la experiencia previa de los
laboratorios en TSE, pero el hecho de no haber observado relacién entre el
porcentaje de aciertos en un laboratorio con medios de cultivo y el porcentaje de
aciertos con puntas de pipeta, sugiere, que las diferencias observadas se deben
mas al tipo de producto que a un factor de laboratorio. Este ultimo hubiera hecho
observar una relacién entre resultados con puntas de pipeta y medios de cultivo al

analizarlos por laboratorios.

Desde un punto de vista logistico, resulta mas facil la preparacion y envio de
puntas que de medios de cultivo. Lo que, afiadido a los resultados obtenidos, hacen

de éste el producto el ideal a utilizar en los CCExt de CT. No obstante, el uso de
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puntas de pipeta impediria realizar al mismo tiempo CCExt de pH y osmolaridad
como ocurre en otros programas CCExt de CT que envian medios de cultivo (AAB,

2017).

En conclusion, creemos que el uso de materiales como puntas de pipeta es
mas adecuado para programas de CCExt, pues permiten obtener resultados mas
comparables entre laboratorios. El envio de medios de cultivo deberia estar mas
enfocado a CCExt de parametros quimicos como pH y osmolaridad que a test de

CT.
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1. La evaluacibn mediante morfologia clasica de embriones sin anomalias
morfologicas se realiza de forma fiable en los laboratorios de embriologia. Cuando
se observan diferencias entre laboratorios de embriologia y expertos, se deben a la
presencia de vacuolas o multinucleacion en embriones en estadio de células y a

masas celulares internas de baja calidad en estadio de blastocisto.

2. Es necesario mejorar la formacion de los embriblogos clinicos en la
evaluacion de estas caracteristicas morfoldgicas al utilizar los métodos clasicos de

evaluacién embrionaria.

3. Deberian analizarse las politicas de transferencia embrionaria de los centros
con el fin de lograr niveles mas altos de acuerdo respecto al destino final del
embrion cuando es evaluado con métodos morfolégicos clasicos, especialmente

cuando el destino final de los embriones debe ser crioconservar.

4. La variabilidad entre laboratorios en la determinacién de los tiempos a los

gue ocurren los eventos embrionarios depende de la duracion del evento.

5. Los equipos time-lapse han disminuido la variabilidad entre laboratorios en la
decision clinica tomada sobre embriones. Sin embargo, no han modificado la

variabilidad existente entre laboratorios en la catalogacion de embriones.

6. Es necesario estandarizar la interpretacion de las alteraciones morfoldgicas
embrionarias observadas en equipos time-lapse antes de incorporar estas

caracteristicas a los algoritmos diagndésticos que utilizan dichos equipos.
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7. El tipo de fungible empleado en los controles de calidad externos de
citotoxicidad del laboratorio de reproduccion humana asistida influye en los

resultados de dichos controles.

8. La utilizacién de puntas de pipeta como fungible en un programa de control
de calidad externo de citotoxicidad es féacil logisticamente y permite obtener
resultados validos en dichos programas. Sin embargo, no permite analizar controles
de calidad de otras caracteristicas (pH u osmolaridad) que pueden afectar a la

viabilidad de gametos y embriones.
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