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Capitulo LIII

Consideraciones sanitarias generales asociadas
con la produccién in vitro de embriones bovinos
y su transferencia

Carla Osorio-Meléndez
Amari Pirela-Pirela

El éxito continio o permanente de la industria de produccion in virro (PIV) de
embriones en Venezuela, depende en forma considerable del compromiso de los
proveedores para garantizar que los embriones sean viables y libres de agentes infec-
ciosos. Un desafio importante plasmado en la garantia de esta viabilidad y del estado
sanitario de los mismos, depende también de la ética y técnica de los operadores que
participan en todos las fases del proceso, desde la produccién y recoleccién, hasta el
almacenamiento, transporte y transferencia embrionaria. A nivel mundial, el logro
creciente y mds notable de esta biotecnologia se ha instaurado desde el afio 1982,
cuando nacié el primer ternero como resultado de la fecundacién in vitro (Brackett et
al., 1982). Este hecho permitié que esta tecnologia evolucionara de tal manera, que
en la actualidad, la PIV de embriones bovinos es mayor de 330.000, con una transfe-
rencia a nivel global de 265.000 embriones (Thibier, 2006), por lo cual se ha conver-
tido en un punto algido y muy crucial en la interaccién de los patégenos con los em-
briones.

Los desafios involucrados con los puntos criticos de control que ayudan a iden-
tificar y cuantificar los riesgos sanitarios dentro de un laboratorio y a nivel de campo
son propiciados por los investigadores y las autoridades reguladoras, los cuales ejer-
cen la legislacién y la practica oportuna del uso seguro de numerosos avances y aplica-
ciones técnicas (Marquant-LeGuienne et al., 2011). Aunado a esto, los embriones de-
ben ser manipulados dentro de una camara de flujo laminar utilizando materiales,
medios y elementos de laboratorio esterilizados. En teoria, la presencia de patégenos
en cualquiera de las muestras del sistema de PIV (por ejemplo, liquido folicular, com-
plejo ctimulus-ovocito, células de la granulosa, células ttero-tubaricas, medio de ma-
duracién, o medio de cultivo), podria resultar en la produccidon de embriones conta-
minados (OIE, 2007). Por lo tanto, como medida de control de calidad, es necesario
revisar todas las muestras de manera rutinaria, para asi evitar la presencia de patdge-
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nos y garantizar un producto de alta calidad. Con el objetivo de producir embriones
libres de agentes patogenos, se ha implementado una técnica de lavado y tratamiento
con tripsina, el cual reduce el nivel de contaminacién, pero su eficacia no ha sido pro-
bada. Sin embargo, con el mismo propdsito se ha estudiando el uso de otras proteasas
(Dinkins et al., 2001) y la adicidon de agentes antivirales durante el periodo de cultivo
(Givens et al., 2006).

Considerando lo antes dicho, en el presente capitulo se proporcionard una des-
cripcion de los requerimientos sanitarios involucrados en los procedimientos de la
PIV de embriones y su transferencia, los cuales se encuentran implicitamente relacio-
nados con el bienestar animal. Los objetivos de este tema persiguen: brindar una
perspectiva general de la investigacion sobre las interacciones entre los agentes infec-
ciosos (patdgenos) y los embriones; evaluar los fundamentos sanitarios de la PIV de
embriones y su transferencia y, considerar los métodos de reduccién de riesgos y con-
trol de posibles agentes contaminantes dentro de un laboratorio de PIV de embriones.

RIESGOS SANITARIOS ASOCIADOS CON LA INTRODUCCION DE
CONTAMINANTES EN LA PIV

El éxito en la transferencia de embriones depende de la habilidad de realizar con
sumo cuidado una serie de pasos técnicos y al mismo tiempo minimizar los factores
que se conoce afectan el resultado de manera negativa. Para garantizar el éxito, es im-
prescindible adoptar medidas sanitarias en todas las etapas. La falta de higiene pon-
dra en riesgo la salud de las donadoras y receptoras, reducira las tasas de prefiez y au-
mentard el riesgo de transmitir infecciones cuando se transfieren los embriones. A
continuacién se mencionan algunos de los puntos que suelen ser las principales fuen-
tes de intromision de agentes patégenos en la PIV.

Ovocitos, células somaticas y medios implementados en la PIV

Los virus pueden estar presentes en sangre o en fluidos corporales y propagarse
a diversos tejidos y 6rganos, como el ovario; es posible que en la viremia presente en la
etapa aguda de una enfermedad, los agentes infecciosos pueden contaminar a los ovo-
citos que estén en contacto, bien sea con el liquido folicular o las células de la granulo-
sas del ovario, proceso de infeccién que se daria antes de la ovulacién. En general, para
la produccién masiva de embriones PIV, los ovarios son recolectados aleatoriamente
de animales muertos que clinicamente aparentan estar saludables; dichos ovarios son
colocados en contenedores para su transporte y posterior procesamiento en el labora-
torio de Fecundacién in vitro (FIV).

La inclusién inadvertida de fluido folicular o sangre de un animal en etapa de
infeccion puede causar el riesgo de contaminacién cruzada de todos los ovarios y por
ende, de los ovocitos que se obtienen posteriormente mediante la técnica de aspira-
cion folicular. Algunas de las enfermedades que son consideradas como potente ries-
go sanitario para los ovocitos post aspiracién folicular estdn descritas en el Cuadro 1;
al tomar como ejemplo los virus presentes en el liquido folicular tales como la diarrea
viral bovina (DVB) y al herpesvirus bovino 1 (BHV-1), trac como consecuencia la
produccién de embriones contaminados (Bielanski 1994; 1995). Es importante desta-
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car que es indispensable para ambos gametos estar libres de la DVB, BHV-1 y Leptos-
pira borgpetersenii, ya que son las principales enfermedades consideradas como un ries-
go potencial dentro de los sistemas de PIV de cmbriones.

Cuadro 1
Algunos agentes patogenos detectados en el tracto reproductivo de animales
infectados de manera natural o experimental
(Tomado y modificado de: Bielanski, 2011)

Patégeno? Ovario Fluido Células Células Células del Ovocitos
folicular oviductales uterinas/ cimulus-
/lavados lavados ovocitos
BHV-1 + + + + +
DVB NCP + + + + + +
VIB + - - - -
VLB + - - + -
BTV + + + + -
VFA + + + -
AV + +
Leptospira borgpetersenii + + + +
Mycobacterium paratuberculosis + + + + + -

t+: detectado; —: no detectado. 2BHV-1: herpesvirus bovino-1; DVB NCP: virus de la diarrea viral bovi-
na, cepa no citopatica; BIV: virus de la inmunodeficiencia bovina; VLB: virus de la leucemia bovina;
BTV: virus de lengua azul; VFA: virus de la fiebre aftosa; AV: virus de akabane.

Se debe prestar especial atencién a la prevencion de la introduccién de patége-
nos mediante complementos de cultivo de origen biolégico como el suero, la tripsina,
las células de co-cultivo (por ejemplo, las células titero-tubdricas, las células del cumu-
lus-ovocito (COC”S) y las células uterinas. Tanto el suero como las células de co-culti-
vo aportan beneficios que son favorables para el crecimiento ovocitario y desarrollo
embrionario, pero hay que tomar en cuenta que los mismos son un riesgo para la pro-
duccidn y crecimiento microbiano. Ademds, pueden producir la replicacién micro-
biana en el sistema de FIV (por ejemplo, DVB o micoplasmas); sin embargo, se tiene
preferencia por los medios quimicamente definidos y que se encuentren ausentes de
suero y células somadticas (Bielanski, 2011). Muchos medios pueden ser comprados
como preparaciones estériles o esterilizados en el laboratorio antes de ser usados, pero
como precaucién estindar, las soluciones deben ser esterilizadas a través de un filtro
de membrana (0,22 im) antes de ser usados.

El suero de hormonas y otros aditivos deben ser analizados rutinaria y sistema-
ticamente para detectar virus. El suero fetal bovino es de especial interés debido a que
se ha encontrado ganado disponible para su comercializacién conteniendo DVB y
ocasionalmente HVB-1. Para eliminar el riesgo de infeccién del virus, el pretrata-
miento de embriones con compuestos antivirales ha sido reportado como una solu-
cién prometedora (Givenset al., 2006). Pueden agregarse antibiéticos al medio de cul-
tivo sélo si su eficacia y potencial toxicidad a los ovocitos y embriones ha sido consi-
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derada antes de su uso. Los ovocitos y embriones también pueden contaminarse me-
diante la exposicidon directa al nitrégeno liquido durante el proceso de vitrificacién
(Bielanski, 2011).

Introduccion de contaminantes al FIV mediante el semen

Las pajuelas de semen criopreservado es una de las principales fuentes de trans-
misién y difusion de agentes patégenos tanto iz vitro como iz vive, convirtiéndose en
uno de los componentes de introduccién de contaminantes mas importantes dentro
de los sistema de PIV, asi como también, mediante la inseminacién artificial (IA). En
la FIV y otros procedimientos de fecundacién asistida, el semen es procesado antes de
ser utilizado, con el propésito de eliminar el plasma seminal, seleccionar los esperma-
tozoides viables y lavar los espermatozoides en forma rigurosa, facilitando la capacita-
cion espermadtica y la motilidad. A diferencia de la FIV, en la inyeccidn intracitoplas-
matica, la ZP se perfora con una micropipeta para poder introducir el espermatozoide
directamente en el ovocito, razén por la cual en esta técnica el riesgo de contamina-
cién de un ovocito es considerable superior comparado con el de los procedimientos
estandares de FIV. Por lo tanto, en la manipulacion del semen, algunos procedimien-
tos pueden tender a reducir los riesgos mientras que otros pueden parecer incremen-
tar los riesgos de transmisién de enfermedades.

Tanto los virus como las bacterias pueden adherirse a la superficie del esperma-
tozoide o estar asociados con el plasma seminal o globulos rojos que se encuentran en
una muestra seminal. Por ese motivo, para la obtencidn de espermatozoides viables y
con buena motilidad al momento de realizar la FIV, se suelen usar métodos como la
filtracion con esferas de vidrio, la filtracién con lana de vidrio, los métodos “swim-
up”, “fall down”, gradiente de Percoll y la centrifugacion en gradiente de albtimina.
No obstante, hay que destacar que al implementar antibi6ticos, tripsina o acido hialu-
rénico en la centrifugacién por gradiente de Percoll modificada y discontinua o el mé-
todo de “swim-up”, se puede reducir o eliminar la carga seminal de algunas bacterias
ubicuas y potencialmente oportunistas (Bielanski, 2006); no obstante, estos procedi-
mientos no demostraron eficacia contra el virus de la DVB en ¢l semen de toros per-
sistentemente infectados, como tampoco el método de “swim-up” elimina el virus de
la leucemia bovina (VLB), el virus de la inmunodeficiencia bovina (VIB), los mico-
plasmas, Pseudomonas maltophilia, Candida albicans y Enterococcus faecalis del semen
antes de la FIV de ovocitos bovinos (Bielanski, 2011).

Interaccién de los agentes patégenos con la zona peldcida

Durante la fecundacion in vivo y el pasaje de los cigotos tempranos hacia el tte-
ro, la ZP acumula glicoproteinas del oviducto de tipo mucinas, de manera gradual en
su superficie y en el espacio perivitelino. Por el contrario, en la fecundacién in vitro los
embriones obtenidos no son expuestos a las secreciones oviductales y uterinas, ya que
la produccion de los mismos incluye varios pasos, como, la obtencién de ovocitos, la
maduracién de dichos ovocitos, para luego fecundarlos y por Gltimo, pasarlos a un
cultivo; estos pasos se realizan in vitro e implementando un incubador que simula el
ambiente uterino durante aproximadamente 10 dias. Teniendo en cuenta la manera
en la que se desarrollan los dos tipos de embriones, se debe cuestionar si la ZP de los
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embriones PIV interactta con los agentes infecciosos de la misma manera que la de
los embriones obtenidos in 21w y si los embriones PIV pueden transmitir patégenos a
las receptoras (Bielanski, 2011).

En bovinos, los agentes infecciosos parece no atravesar la ZP hasta llegar al em-
brién, pero algunos tienden a adherirse firmemente a la superficie externa de la mis-
ma. Por consiguiente, los riesgos asociados con la posible transmisién de patégenos
estdn intimamente relacionados con las propiedades de la ZP. De esto se deduce que
los procedimientos para desinfectar la ZP ocupan un lugar importante dentro de los
protocolos de manipulacién sanitaria recomendados por la IETS (Van Soom ef al,
2011).

La amplia experimentacién ha demostrado que la ZP intacta de embriones ob-
tenidos in vive y fecundados in vitro es una barrera efectiva contra la penetracién de di-
versos patdgenos, aunque algunos virus y bacterias pueden unirse con mayor fuerza a
los embriones PIV. Se desconoce el mecanismo de unién de los patgenos a la ZP,
pero se ha sugerido que las condiciones divergentes para la produccién de esos dos ti-
pos de embriones (in vitro vs in vivo) pueden producir cambios en su morfologia y dife-
rencias en la interaccién de la ZP con los patdgenos (Bielanski, 2006).

CATEGORIZACION DE LAS ENFERMEDADES DE ACUERDO CON
EL RIESGO DE TRANSMISION POR LA TRANSFERENCIA DE EM-
BRIONES

Basdndose en las conclusiones del sub-comité de Investigacion del Comité Ase-
sor en Sanidad e Inocuidad (HASAC) de 1aIETS, las enfermedades y agentes pat6ge-
nos siguientes se clasifican en cuatro categorias, segiin la cantidad de investigacion
que indique la probabilidad de control de las enfermedades mediante el uso de TE.
Dichas enfermedades fueron investigadas en 89 posibles patégenos de embriones de
la especie bovina (Thibier, 2011).

Categoria 1. Enfermedades o agentes patégenos sobre los que se ha reunido un
nimero suficiente de pruebas que indican que el riesgo de transmisién es insignifi-
cante, siempre y cuando se consideren las medidas de bioseguridad para la manipula-
cién de embriones, desinfeccién de materiales y las exigencias de sanidad animal
(para el semen, las donadoras y las receptoras), conforme a lo recomendado en el Ma-
nual de la IETS.

Categoria 2. Enfermedades sobre las que se han reunido pruebas sustanciales
que indican que el riesgo de transmision es insignificante siempre que los embriones
sean manipulados correctamente entre su recoleccién y su transferencia, conforme a
lo recomendado en el Manual de la IETS, pero que requieren transferencias suple-
mentarias para corroborar los datos existentes.

Categoria 3. Enfermedades o agentes patégenos sobre los que pruebas prelimi-
nares indican que el riesgo de transmision es insignificante, siempre que los embrio-
nes sean manipulados correctamente entre su recoleccién y su transferencia, confor-
me a lo recomendado en el Manual de la IETS; pero siempre es necesario requerir da-
tos experimentales complementarios in vitro e in vivo para corroborar los resultados
preliminares.
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Categoria 4. Enfermedades o agentes patégenos sobre los que se han realizado o
estan realizando investigaciones que indican que todavia no se pueden sacar conclu-
siones sobre su nivel de riesgo de transmisidn, o bien. que el riesgo de transmisién por
transferencia de embriones podria no ser insignificante, aunque los embriones sean
manipulados correctamente entre su recoleccién y su transferencia, conforme a lo re-
comendado en el Manual de 1a IETS.

Cuadro 2
Enfermedades o agentes infecciosos en bovinos clasificados por la IETS, de
acuerdo con los riesgos de transmision por los embriones in vivo (OIE, 2010)

Categoria Enfermedades o agentes patégenos

1 Lengua azul, Encefalopatia Espongiforme Bovina, Brucella abortus, Leucosis Bovina En-
zobtica, Fiebre Aftosa, Rinotraqueitis Infecciosa Bovina: se requiere obligatoriamente un
tratamiento con tripsina

2 No hay la presencia de enfermedades para la especie bovina

3 Virus de Inmunodeficiencia Bovina, Diarrea Viral Bovina, Virus de la Peste Bovina, Cani-
pilobacter fetus (subs. veneralis), Haemophilus somnus, Mycobacterium paratuberculosis, Neospora
caninum

4 Virus de Akabane, Anaplasmosis Bovina, Herpes, Virus Bovino-4, Enterovirus, Dermato-

sis Nodular Contagiosa, Estomatitis vesicular, Virus de Parainfluenza-3, Chamydia psittaci,
Escherichia coli 09-K99, Leptospira borgpetersenii serovar hardjobovis, Mycobacterium bovis, Tri-
trichomonas foetus, Ureaplasma e Mycoplasma spp.

PAUTAS DE CONTROL DE CALIDAD DENTRO DE UN LABORA-
TORIO

Las medidas de control de calidad afectan a los embriones ya sea de manera di-
recta (higiene del embrion) o indirecta (higiene del laboratorio). El control de calidad
y la garantia de calidad en una instalacion de produccioén de embriones son esenciales
parareducir la variabilidad asociada con, productos fabricados utilizados en el labora-
torio (placas de cultivo, tubos, puntillas entre otros); para optimizar la fidelidad de los
procedimientos y para asegurar el manejo adecuado de los materiales de origen ani-
mal (como las hormonas y sueros). El objetivo es proporcionar limpieza general, téc-
nicas asépticas y procedimientos consistentes para evitar la contaminacién de los em-
briones de manera directa o indirecta.

Hay que considerar que cada articulo del laboratorio es una potencial fuente de
contaminacion. Estd prohibido comer, beber o fumar en el laboratorio; de la misma
manera, deben evitarse las distracciones como llamadas telefénicas y conversaciones,
mientras se realizan los procedimientos de manipulacién de embriones. La atencién a
los detalles y la implementacién de métodos de procedimiento especificos son necesa-
rios para evitar el error humano, mejorar el desarrollo consistente del embrién y opti-
mizar los resultados. Idealmente, una sala o laboratorio deberia ser designado de for-
ma exclusiva para procedimientos de manipulacién de embriones, y dentro de esa
sala, deberia considerarse las siguientes pautas (Mitchel et al., 2001):
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* El acceso deberia estar limitado solo al personal que labora en dicha unidad de
PIV, esto con el propésito de reducir las fuentes de contaminacién externas.

* Se debe usar gorro, tapa boca, guantes (sin polvo) y fundas descartables para los
zapatos (o cambio de zapatos) para ingresar al laboratorio desde un drea ajena
del mismo.

e El techo y las paredes del laboratorio deberian estar construidos de materiales
no porosos, y las intersecciones y superficies deberian estar selladas para reducir
el polvo y el acceso de plagas.

¢ Los pesticidas sintéticos biodegradables, no deberian ser utilizados si el labora-
torio de FIV esta cultivando embriones.

¢ Las puertas y las ventanas deberian mantenerse cerradas y selladas, respectiva-
mente, en especial, cuando los embriones estdan siendo manipulados y las prepa-
raciones estin siendo realizadas.

¢ Las paredes, pisos, ventanas entre otros, deberian ser descontaminados rutina-
riamente con una solucién de hipoclorito de sodio u otro desinfectante, en el
momento que los embriones estan seguros dentro del incubador. De la misma
manera, se recomienda el uso de un 70% de solucién de etanol o metanol, 6% de
solucién de peréxido o una solucién desinfectante que sea segura para el em-
bridn, con el fin de limpiar las superficies de trabajo y los utensilios que estaran
en contacto directo con los embriones.

* Serecomienda el uso de filtros de aire de alta eficiencia (HEPA) para el sistema
de ventilacién de calor y aires acondicionados. La filtracién por HEPA y la pu-
rificacion iénica reducirdn los contaminantes aéreos no infecciosos pero no re-
tendra efectivamente muchos de los compuestos gaseosos e inorginicos.

¢ Las incubadoras para embriones necesitan atencion especial, deberian estar
ubicadas en el laboratorio donde haya un minimo movimiento de aire y trafico
de personal. Los microorganismos crecen en el calor y la humedad de las incu-
badoras, debiéndose considerar también que otras fuentes de contaminacién,
incluyen los suministros de gas y agua, aceite mineral liviano y medios de culti-
vo (Higdon et al., 2007).

¢ Para reconocer problemas, es necesario definir rangos aceptables de desempeiio
(por ejemplo: tasas de fecundacidn, tasas de divisién embrionaria, tasas de desa-
rrollo de los blastocistos y tasas de prefiez), analizar la informacién de manera
continua y mantener un plan estricto de control de calidad, ya que esto ayudaria
al diagnéstico temprano de algiin problema a nivel de laboratorio.

Resultados consistentemente buenos dependen de la integracién de un plan de
control de calidad completo dentro de las actividades del laboratorio. Un programa de
manejo total de la calidad tiene tres componentes esenciales:

1. Prevencion. La cual requiere planificacién y examen de rutina para asegurar que
los suministros sean de la mayor calidad y que el equipo esté funcionando adecua-
damente;
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2. Controles internos. Los cuales, de manera sistematica, evalian la ejecuciéon de
protocolos estandares para asegurar la efectividad y repeticién; y

3. Correccién. La cual determina las causas de las deficiencias de calidad y restaura
los niveles esperados de eficiencia.

CONCLUSIONES

El uso de los embriones se ha comenzado a aceptar ampliamente como un enfo-
que seguro, eficiente y préctico para el desplazamiento internacional del germoplas-
ma. Sin embargo, ese comercio implica obligaciones éticas significativas para las par-
tes involucradas y requiere de una amplia comprensién de diversas consideraciones
practicas a fin de garantizar una transaccién comercial exitosa, sin incurrir en riesgos
inaceptables para el estado sanitario de los animales. Para que esto se dé, es necesario
aplicar a los embriones PIV las medidas de bioseguridad y biocontencion disponibles
similares a las que se practican para la manipulacién de embriones producidos in vivo,
De esa forma serd posible disminuir el riesgo de transmisién de enfermedades me-
diante la transferencia de embriones.

Estas medidas incluyen el control de calidad de complementos de origen animal
para los procesos de maduracidn in vitro, FIV y el cultivo in vitro, los diferentes lavados
de ovocitos y embriones en medios con antibidticos, el andlisis de los fluidos de lava-
do y el cumplimiento de estdndares minimos de sanidad para los laboratorios y los
mataderos. Esto sin lugar a dudas, representa un gran desafio en la permanencia en el
tiempo y el porvenir venturoso de esta técnica, entre quienes a pesar de la crisis econo-
mica que mantiene el pais, consideran que la ciencia sigue adelante y que las grandes
ideas pueden ser aplicadas de manera idénea y ética.
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