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Navarro, director general del Instituto de Salud Carlos |II.
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El biologo en el ambito

sanitario

Un enfoque multidisciplinario en el servicio de genética

La actividad clinica del Servicio de Gené-
tica de la Fundacién Jiménez Diaz, creado
por el profesor Andrés Sénchez Cascos en
1962, consiste en una consulta de diagnés-
tico y un laboratorio de diagnéstico mo-
lecular y citogenético. Ademés, se realizan
tareas de investigacién y docencia, mante-
niendo la idea del Dr. Carlos Jiménez Diaz,
fundador del hospital. El departamento esté
constituido por un conjunto multidisciplinar
de profesionales en activo y en formacién,
dénde los bislogos, a diferencia de otros
centros, tienen una labor independiente y
complementaria del conjunto de los profe-
sionales que lo componen. El Servicio se
compone de tres grandes dreas: Genética
Clinica, Citogenética y Genética Molecular.
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La labor asistencial del departamento se
realiza conjuntamente por médicos, biélo-
gos y técnicos de laboratorio. Los médicos
realizan la evaluacién clinica de los pacien-
tes y les trasmiten los resultados de las prue-
bas realizadas. Dichas pruebas diagnésti-
cas se realizan por biélogos que cotejan los
resultados y disefian nuevas estrategias de
estudio para optimizar las técnicas existen-
tes. Los bidlogos también se ocupan de la
gestion de laboratorio y labores docentes.
Los técnicos realizan una labor de soporte
técnico dentro del laboratorio, sin la cual el
trabajo del bidlogo no seria muchas veces
posible. Las pruebas diagnésticas suponen
un conocimiento de las patologias objeto
de estudio, tanto en su base biolégica como




en su base médica. Por ello, dentro del
&mbito hospitalario, el bidlogo puede asu-
mir ciertas funciones que en principio podrian
suponerse exclusivas del colectivo médico.
Asi, un bidlogo especialista en determinadas
patologias genéticas esté en condiciones de
realizar la consulta con dichos pacientes,
informarles de los resultados, asi como esta-
blecer el consejo genético para dicha enfer-
medad. La genética es hoy por hoy una
“especialidad” sanitaria no reconocida como
tal. La formacién del personal que trabaja en
este campo ha pasado generalmente por una
serie de afios participando en proyectos de
investigacién relacionados con el érea de la
genética humana a la vez que participaban
en los diagnésticos clinicos, pues la princi-
pal misién en este periodo era poner en
marcha nuevas técnicas para su posterior
uso diagnéstico. En estos afios de formacién
(generalmente de 4 a 6) los conocimientos y
experiencia adquirida son equiparables a
la obtenida por otros facultativos mediante la
“via residente”.

A pesar de que la especialidad de Gené-
tica no estd reconocida, los departamentos
de genética participan del sistema de rota-
cion de residentes en formacién de diver-
sas dreas (andlisis clinicos, bioquimica cli-
nica, neurologia, etc.). Todos ellos reciben
en nuestro departamento formacién bésica
tanto en genética clinica, en citogenética
como en genética molecular. También se
forma a técnicos de laboratorio (con perio-
dos de rotacién de 3 a 6 meses) y asis-
tentes voluntarios recién licenciados que
asi lo solicitan. Nuestra labor docente
también llega a ofros estamentos de la
ensefianza como son los profesores de
instituto.

Una parte fundamental de nuestro Depar-
tamento de Genética es la investigacién. Los
proyectos estén subvencionados en su gran
mayoria por el Ministerio de Sanidad, y son
aplicados al conocimiento de las patologias
genéticas humanas y generalmente encami-
nados al establecimiento de métodos diag-
nésticos para enfermedades de causa
recientfemente conocida o mejora de méto-
dos diagnésticos ya establecidos. De estos
proyectos se elaboran tesis doctorales que
avalarén la formacién en Genética Humana
del biélogo. Existe, ademds, una colabora-
cién estrecha en la investigacion y diagnés-

tico de los pacientes con ofros departamen-
tos dentro del hospital (neurologia, gineco-
logia, reproduccién asistida) y fuera de él.
Los resultados obtenidos de los trabajos de
investigacién son igualmente divulgados en
congresos y revistas cientificas de carécter
tanto nacional como internacional.

La caracteristica fundamental del Servicio
de Genética de la Fundacién Jiménez Diaz
es que es un servicio integral. Aquellos
pacientes que acuden a la Consulta son
valorados por los genetistas clinicos, quie-
nes establecerdn el tipo de estudio a reali-
zar. A algunos de estos pacientes se les
realizard Gnicamente un estudio molecular
o citogenético, mientras que en algunos
casos se llega a un diagnéstico gracias a
la interaccién de los distintos componen-
tes. Un ejemplo que ilustraria lo dicho es el
estudio del Sindrome de Prader-Willi,
estos pacientes son identificados clinica-
mente en la consulta y en algunos de ellos
s6lo un estudio conjunto molecular y cito-
genético permite establecer la causa gené-
tica de la enfermedad.

Cinpanin e
Gonédice
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Citogenética Humana

Desde 1962 existe la seccién de Citogené-
tica Humana. Inicialmente los estudios cito-
genéticos se realizaban Gnicamente en san-
gre o en restos abortivos. Estos estudios
permitian establecer la causa de ciertos
retrasos mentales, problemas de esterilidad,
causa del aborto en el feto, efc.

GENETICA

Servicio de Genética de la FJD
(Servicio integral).
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Posteriormente, el establecimiento las téc-
nicas obstétricas necesarias para la obten-
cion de muestras de tejido fetal permitié la
realizacién de diagnésticos prenatales que
suponen actualmente la mayor carga asis-
tencial en los laboratorios de citogenética.

Hasta el momento, se han realizado mas
de 14.000 diagnésticos en sangre periféri-

ca, més de 10.000 en liquido amniético y
més de 3.000 en vellosidad corial, y alre-

dedor de 1.000 en cultivo de fibroblastos
(piel y restos abortivos).

Las técnicas utilizadas para el estudio cito-
genético en los distintos tejidos y los diag-
nésticos que se realizan se encuentran
recogidos en la tablas 'y II:

" o

TABLA |

Técnicas citogenéticas

7/ Cultivo celular para la obtencién de metafases y posterior estudio de los cro-
mosomas.

7/ Técnicas de bandeo cromosémico para la identificacion de cromosomas y de
variaciones polimérficas (GTG, CBG, bandas Q, bandas NOR, bandas R).

7/ FISH (Hibridacién in situ fluorescente) para el diagnéstico de sindromes de
microdelecién, anomalias cromosémicas numéricas y reestructuraciones cro-
mosémicas.

7/ CGH.

. 4

i N

TABLA 11

Estudios que se realizan

/" Vellosidad corial: Diagnéstico prenatal mediante cultivo a corto y largo plazo
de anomalias cromosémicas numéricas y estructurales y enfermedades gené-
ticas (seccion de genética molecular). Estudio de mosaicos cromosémicos con-
finados a placenta.

7/ Liquido amniético: Diagnéstico prenatal de las anomalias cromosémicas mas
frecuentes mediante FISH en liquido sin cultivar y diagnéstico de anomalias
cromosémicas numéricas y estructurales en cultivo.

/' Sangre de cordén fetal: Diagnéstico prenatal de anomalias cromosémicas
numéricas y estructurales.

V4 Sangre periférica: Diagnéstico de anomalias cromosémicas numéricas y
estructurales. Diagnéstico mediante FISH de sindromes de microdeleccién, asi
como identificacién de cromosomas extranumerarios. Estudio de altaraciones
cromosoémicas en Retinosis Pigmentaria.

- _d
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Este modelo de trabajo y departamento,
asi como el andlisis genealégico, permite el
consejo genético mediante:

* Diagnéstico prenatal.

* Diagnéstico del origen de cromosomas
extranumerarios y de translocaciones
cromosémicas y estudio del efecto en la
descendencia.

* Diagnéstico de enfermedades debidas
a una microdelecién cromosémica y
andlisis de la posible recurrencia en la
descendencia.

Genética molecular humana

Desde 1988 existe la seccién de Genética
Molecular Humana, la cual hasta el momento
ha realizado més de 16.000 diagnésticos.

En este laboratorio se realizan tanto diag-
néstico presinfomético y sintomético de los
pacientes, asi como diagnéstico prenatal de
estas enfermedades.

La recepcién de las muestras a estudio
pueden tener dos procedencias:

i

TABLA 1l1I

1.

Los pacientes pasan previamente por
la consulta donde son evaluados clini-
camente y donde se recogen datos
que permiten elaborar un érbol genea-
légico detallado del que se obtiene el
patrén de herencia de la enfermedad
y los familiares a riesgo. Esta infor-
macién determina en gran medida el
tipo de estudio que se va a realizar en
el laboratorio.

Los resultados obtenidos en el estudio
genético molecular permiten ofrecer a
los pacientes que llegan a nuestro
departamento un consejo genético
individualizado.

Las muestras biolégicas vienen remi-
tidas de ofros centros de distintos
lugares de la geografia espafola
acompafadas de un pequefio infor-
me clinico del paciente donde se
indica el tipo de estudio concreto
que se solicita.

Las técnicas utilizadas para el estudio
genético tanto directo como indirecto y las
enfermedades que actualmente se diagnos-
tican se pueden ver en las tablas Il y IV.

|

Técnicas moleculares

N

Extraccion de ADN/ARN de distintos tejidos (sangre, células bucales, biopsia

de piel, liquido amniético, biopsia de corion, sangre fetal, restos abortivos y

ADN fetal en sangre materna).

Southern Blot.

NS N

PCR a tiempo real).

Técnicas de screening (SSCP).
Digestion enzimdtica.
Secuenciacién automdtica.

Test de metilacién del ADN.

NSNS SN

miento (RFLP, STR, VNTR, SNP).

i

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR-simplex, PCR-multiplex; QF-PCR;

Andlisis de polimorfismos para construccién de haplotipos y andlisis de liga-

4
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TABLA IV

Enfermedades objeto de estudio

N

Enfermedades sistémicas: fibrosis quistica, fiebre mediterranea familiar,
hemocromatosis.

N

Enfermedades neuromusculares: distrofia de Duchenne/Becker, distro-
fia mioténica tipo |, corea Huntington, afaxias hereditarias, dentatorubro,
enfermedad de Machado-Joshep, distonia, Charcot-Marie-Tooth, parélisis
herediatria con susceptibilidad a la presién, enfermedad de Kennedy, epilep-
sia mioclénoca de Lafora.

Retraso mental: sindrome de X-Fragil, sindrome de Prader-Willi; sindrome
de Angelma.

Displasias éseas: acondroplasia, hipocondroplasia; displasias tanatoféri-
cas; sindrome de Apert, sindrome de Muenke, sindrome de Saddan.

Estudio de trombofilia: déficit en Factor V, déficit de Protrombina, muta-
ciones de la metilen-tetra-hidro-folato-reductasa.

NS N N SN

Enfermedades oftalmologicas: refinosis pigmentaria, refinosquisis,
enfermedad de Norrie, coroideremia, enfermedad de Stargardt, amaurosis
congénita de Leber, anoftalmia, holoprosencefalia tipo II.

N

Alteraciones reproductivas: microdelecciones del cromosoma Y, gen
SRY para valoracién de disgenesias gonadales, estudio en parejas con abor-
tos de repeticion.

+/ Sorderas: enfermedad de Usher, sordera de herencia mitocondrial
(MTRNRT1), sordera recesiva (Gen:GJB2).

b 4
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Sensibilidad

a los alimentos

Los anticuerpos del tipo inmunoglobuli-
na G (IgG) son moléculas de defensa del
organismo con funcién de reconocimiento
de células extrafias, de que normalmente
deberian ir dirigidas contra supuestos agre-
sores externos o células anémalas. Por otro
lado, el organismo dispone de un sistema
inmunolégico especifico de la mucosa
intestinal (GALT) que entre ofras tiene la
funcién de reconocer los alimentos absorbi-
dos como nutrientes necesarios, y no como
agresores exirafios, para no reaccionar
contra ellos cuando son absorbidos por las
vellosidades intestinales. Sin embargo, se
ha comprobado que un alto porcentaje de
la poblacién (20-35%) presenta niveles
detectables de este tipo de anticuerpos fren-
te a algunos alimentos, se dice entonces que
esta persona se ha sensibilizado inmunolé-
gicamente a este alimento, ya que, como
ocurre con las alergias y las enfermedades
autoinmunes, a veces estos mecanismos
fallan pudiendo dirigirse el ataque inmuno-
l6gico contra el antigeno equivocado.

Al parecer, la masticacién inadecuada y
digestiones incompletas podrian llevar a la
absorcién intestinal de grandes moléculas
de alimentos semidigeridos, que parecen
relacionarse con el desencadenamiento de
este tipo de reaccién; sin embargo, también
parece haber un componente genético en
este tipo de reacciones hacia determinados
alimentos.

Los anticuerpos tipo IgG, al reconocer a un
antigeno especifico, actban como sefal de
ataque del organismo hacia este antigeno
extrafio al individuo, que identifica como tal
y, como es logico, éste va acompariada de
una serie de reacciones agresivas (libera-
cién de integrinas, citocinas...) para
defenderse del supuesto atacante o antige-
no extrafio. Como contrapartida, ademés
de eliminar al supuesto “agresor”, varias de

estas reac-
ciones y molé-
culas liberadas en la reaccién inmunolégi-
ca pueden provocar considerables dafios o
alteraciones en los tejidos en que se liberan.

En las personas que presentan sensibiliza-
cién a uno o varios alimentos, estas reac-
ciones de defensa se provocan frente a
alguna proteina del alimento, que debiera
ser inocuo, pero que en estos individuos no
s6lo no podré cumplir adecuadamente con
su funcién nutricional, sino que, ademds,
como se ha comentado, su presencia pro-
voca una serie de reacciones més o menos
agresivas e inflamatorias, que si bien pue-
den ser no muy fuertes en intensidad, com-
parada con una reaccién andfiléctica, u
otras manifestaciones de alergia tipica
(mediada por IgE) si pueden tender a la
cronicidad en el caso de estimulo continuo
de la reaccién (ingestion frecuente del ali-
mento frente al que se presenta sensibiliza-
cién).

Esta manifestacién tenue y constante de
la reaccién hace dificil la identificacion del
alimento que la provoca, a dife-
rencia de las reacciones de aler-
gia fipicas, mediadas por IgE,
donde los sintomas se producen
de manera casi inmediata a la
ingestiéon y con una sintomatolo-
gia generc|mente muy intensa.

La presencia de este tipo de
reaccién, al igual que en la aler-
gia fipica, puede manifestarse a
través de diferentes sintomas en
funcion de los tejidos que se
afecten: cutdneos, neurolégicos,
gastrointestinales, vias respirato-
rias... También parece haber
una tendencia a inflamacién
inespecifica generalizada, que

ESTUDIO

Marta Martin-Roldén
Bisloga,

analista clinico
Laboratorio Martin
Roldén

9 « BIOLOGOS -



ESTUDIO

puede traducirse en aumento de volumen y
peso.

Incluso recientemente, parece haberse
descrito el mecanismo por el cual la ocupa-
cién de los receptores de integrinas (molé-
culas inmunolégicas) en la superficie celular
podria bloquear la unién de otras molécu-
las necesarias para el metabolismo celular
(tirosina-quinasa), impidiendo asi la entra-
da en la célula y metabolizacién de los
nutrientes para la produccién energética.
Asi, éstos serdn almacenados en forma de
grasa y mientras el organismo demandara
mas nutrientes, ya que los ingeridos no
aportaron la energia necesaria.

La retirada de la dieta de los alimentos
diana de estas reacciones puede, por tanto,
detener estas agresiones y dafios colatera-
les, mejorando notablemente o del todo la
sintomatologia que producen. podria ser el caso de los lacteos, cereales,

huevo... Por ello, un andlisis positivo a uno

La Onica contraindicacién que tiene esta o varios de estos alimentos deberd ser remi-
medida seria en el caso de eliminar alimen-  tido a un nutricionista para que éste ponga
tos que puedan ser fuente importante de  una dieta sustitutiva equilibrada y sin caren-
determinados nutrientes esenciales, como  cias nutricionales.

TEST DE SENSIBILIDAD A LOS ALIMENTOS

Desde el afio 1997 disponemos en nuestro laboratorio de la tecnolo-
gia adecuada (pioneros en Espafia) para la deteccién de aquellos ali-
mentos que puedan ser perjudiciales. Se trata de un andlisis de san-
gre (suero) que detecta los anticuerpos especificos (IgG) para 93
alimentos frecuentes de nuestra dieta.

Nuestro laboratorio ha querido ser de los primeros en ofrecer el Test
de sensibilidad a alimentos en Madrid, evitando asi la exportaciéon de
muestras, a la vez que se agiliza la obtencién de resultados garanti-
zando la calidad de los mismos a unos precios légicamente mas ase-
quibles. Asi, desde hace ya mas de cuatro afios realizamos esta téc-
nica, estando en disposicién de entregar los resultados en un plazo de
5 a 10 dias.

Hemos optado por este fest, entre los diferentes que hay en el merca-
do, incluido el Alcat, por la mayor estabilidad de la muestra utilizada
(suero), ya que las muestras de sangre total se degradan de forma
mucho mds répida al no realizarse la prueba en el momento.

BIOLOGOS - «10



El test de sensibilidad a los alimentos es
una prueba de laboratorio, realizada por
técnica ELISA, que nos permite medir en
el suero del paciente los niveles de (IgG)
especifica frente a 93 alimentos diferen-
tes. Los resultados positivos se expresan
con cuatro grados de intensidad (de una
a cuatro cruces).

Del 20 al 35% de la poblacién sufre, en
sus diferentes manifestaciones clinicas, los
efectos derivados de la sensibilidad a dis-
tintos alimentos. Diversos estudios, incluida
nuestra experiencia, demuestran que la
supresion de la dieta de aquellos alimentos,
para los que una persona presenta unos
niveles de IgG especifica altos, provoca una
notable mejoria en un dlto porcentaje de
personas que presentan alguno de los
siguientes sinftomas:

e Trastornos digestivos:

— Colon irritable
- Colitis infantil
- Ciertas enteropatias crénicas

Eccemas y urticarias crénicas.

Rinitis crénica.

Aumento de peso.

Inflamacién inespecifica (sensacion de
hinchazén generalizada).
Hiperactividad infantil.

Cefaleas y migrafias.

La reaccién continuada también
podria llevar a un cierto agotamiento
de recursos, por lo que también
puede ser efectivo en el mundo del
deporte, ayudando a aumentar el
rendimiento fisico del deportista.

Pautas de alimentacién

Atendiendo a los resultados de la prueba
realizada se deben suprimir de la dieta,
tanto los alimentos claramente sensibles
como los de sensibilidad incierta (de una
sola cruz). Transcurrido un periodo que
oscila entre un mes y medio y dos meses se
pueden reincorporar en la dieta los ali-
mentos de reactividad dudosa, a razén de
uno por semana, observando los posibles
efectos sobre los sintomas que puedan
depender de la ingestién de dichos ali-
mentos, con la intencién de reincorporar-

los o suprimirlos definitivamente de su ali-
mentacién habitual.

En caso de que la finalidad del estudio
sea la pérdida de peso, la supresion de los
alimentos a los que se presenta sensibilidad
debe ir acompafiada de un moderado con-
trol de las calorias ingeridas, siendo acon-
sejoble que éste sea pautado
por un especialista.

En cualquier caso, se
aconseja la supervi-
sién de un especialis-
ta en nutricion que
valore los alimentos
alternativos a aquellos
eliminados que pudie-
ran generar carencias
nutricionales, como leche,
huevos, cereales...

ESTUDIO
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Cuadro 1

Manifestaciones clinicas mas frecuentes que presentan
las personas sensibilizadas

TRASTORNOS GASTROINTESTINALES. Es logico pensar que el equilibrio y
buen estado del tracto gastrointestinal esté en gran parte vinculado a los alimen-
tos. Hoy se admite que algunos trastornos gastrointestinales van unidos a la sensi-
bilidad a determinados alimentos o a componentes de los mismos.

Entre las manifestaciones clinicas mas frecuentes que afectan al aparato digesti-
vo, estan:

Las digestiones pesadas, exceso de gases y, en definitiva, manifestaciones clini-
cas del colon irritable con una gran tendencia a la cronicidad. Estos trastornos son
tan frecuentes que representan aproximadamente el 20% de los enfermos que acu-
den a la consulta de los digestélogos.

USO PEDIATRICO. Alteraciones gastrointestinales muy similares a las recién
sefialadas, tienen también gran importancia en pediatria, donde son frecuentes la
llamada colitis infantil y ciertas enteropatias cronicas causadas, la mayor parte de
las veces, por sensibilizacién a la leche y derivados y en menor proporcién a los
huevos, frutos secos y soja.

En pediatria también resulta muy interesante en el estudio de nifios hiperactivos,
en los que puede relacionarse la activacién permanente del sistema inmunitario
con la hiperactividad generalizada. También se estudia en nifios autistas, entre los
cuales la incidencia de otros problemas inmuno-alimentarios, como la enfermedad
celiaca, parece claramente aumentada.

Se ha relacionado la sensibilidad alimentaria (positividad de una IgG especifica)
con el posterior desarrollo de alergias alimentarias (positividad de la IgE), resul-
tando éste por tanto un buen factor predictivo en el desarrollo de alergias en los
primeros afios de la infancia en nifios de alto riesgo.

EN OTORRINO Y MEDICINA GENERAL. Aon desconociendo los mecanis-
mos patogénicos concretos, el test de sensibilidad a alimentos también resulta inte-
resante para el estudio de rinitis y cefaleas. Que pueden mejorar por la elimina-
cién de determinadas sustancia nocivas, vinculadas a la reaccién anfigeno-anticuerpo,
que tiene lugar en la sensibilizacién alimentaria.

Parece ser que parte de la sensibilizacién a determinados alimentos puede inclu-
so estar mediada por las via respiratorias, por inhalacién del pequefias particulas
alimentarias en el ambiente.

TENDENCIA AL SOBREPESO Y EXCESO DE VOLUMEN. Hay personas
que no comen tanto como para estar tan voluminosas como de hecho estén o como
para sentir sensacién de hinchazén y son muy resistentes a los regimenes alimen-
ticios adelgazantes. Un porcentaje muy considerable de estas personas mejora
visiblemente si eliminan de su dieta aquellos alimentos a los que son sensibles.

EN EL MUNDO DEL DEPORTE. Por (ltimo, estos estudios resultan verdadera-
mente interesantes en el mundo del deporte, ayudando a aumentar el rendimien-
to fisico del deportista, en parte por el ahorro de recursos que supondré la deten-
cién de una activacién inmunolégica constante e innecesaria.




ESTUDIO

Cuadro 2

Ejemplo de informe

MUESTRA: 41571 FECHA: 221072004
ENTIDAD:

DOCTORIA:

COMENTARIC:

SENSIBILIDAD A ALIMENTOS
DETECCION DE 136 ESPECIFICA A 9] ALIMENTOS DE LA DIETA MENTERRANEA.
Téncica: ELISA.

RESULTADD: De ios %3 almentos analizados se obtiens reaccion postva frants a:

AnSEs Resuitaols  Linkd Val Ref,

HUEVD, LACTEQS Y CARNES

LECHE DE VACA POSITIVD ++|
CILESD AWERICAND POESITIVD DEBIL 1#)
QUESD FRESCO POEITIVEN ++|
YOGUR POSITIVD DEBIL [+
PESCADOS Y MARISCOS A EVITAR
ALVESA POSITIVE DEBIL (=)
HORTALIZAS, LEGUNBRES ¥ VERDURAS
ADELZA POSITIVD DEBIL [+
HASICHUELA POSITIAD DEEIL 1=)
COMDIMENTOS ¥ OTROS ALIMENTOS A EVITAR
CAFE POSTIVND ++|
PIMIENTA POEITIVD+4|
INTERPRETACIOH DE RESULTADOS:
-Lira mlimentiod con reduliade
POEITIVG MUY FUERTE (#++4) Ig3 = 100 Ll
POSITIVD FLUERTE {#++) g entre 50 - 100 Liml
POSITIVNG (=4 Ig enfre 25 - 50 Ubiml

00 conmiderates G tamn SENSEILIDAD, debiand o pefirados de s dis
- Lo aimentos con resuisde:
FOSITIVD DEEIL (=) 195 enire 12.5 - 25 L'
a8 considersn de semibilicad dudess | posbls resecidn crumads), recomendéndose su relicads al inicio d= e
chita, pudisndd ser reinrodusdos, NS un penindo o8 2 Fess, 8 cnileno del rulnconsia.

-Lirs almamas 08 |a sl sdiunis gue no Spanccan &n |05 resuillades son negalives (195G <125 Wml | pudenda
formar parie 32 & dets habiual

NOTA:

TOOA DIETA ALIMENTICIA DEBE SER PROPUESTA Y SEGUIDA POR UM ESPECIALISTA EN NUTRICIDN
QUE WALORE LOS ALIMENTOS ALTERMATIVOS QUE DEBERAN INTRODUCIRSE PARS EVITAR
CAREMCIAS DE NUTRIENTES ESEMCIALES, ARl COMD PARS EVITAR OTRAS POSIBLES
MHOOMPATIEILIDADES SEGUN CADS HESTORIAL

Fdo: Dra. Martin-Rolddn, Marta
Fecha Emisidn:
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Papel del biclogo
en los servicios
de medicina preventiva

Las funciones que un bislogo puede
desarrollar en la Atencién Sanitaria
Especializada se pueden agrupar en
cinco grandes lineas: asistencial, docen-
cia, investigacién, administrativas e ins-
titucionales. La actividad asistencial
dentro de los servicios hospitalarios
integra principalmente el apoyo a los
facultativos especialistas en el diagnésti-
co, preparaciéon de material para los
procedimientos de rutina, asi como en la
gestién de la calidad del servicio y de la
Institucion.

El Servicio de Medicina Preventiva del
Hospital Clinico San Carlos contiene una
unidad asistencial que es el Laboratorio
de Control de la Infeccién. Bésicamente,
un biélogo participa activamente en los
programas de vigilancia y control de la
infeccién por microorganismos multirre-
sistentes, en el control microbiolégico de
alimentos en comedores colectivos y en el
estudio microbiolégico de brotes de ori-
gen nosocomial. La
licenciatura en Bio-
logia capacita al
profesional  para
aplicar todas las
técnicas microbiolé-
gicas involucradas
en la investigacién y
control de las infec-
ciones de origen
nosocomial, ya que
estd familiarizado
con el funciona-
miento propio de
cada édrea de la
Microbiologia: Bac-
teriologia, Micobac-
terias, Micologia,
Parasitologia, Viro-

logia, aplicando también técnicas de
Diagnéstico Molecular.

Pero ademés, puede participar en la pues-
ta en marcha y seguimiento de programas
de control microbiolégico ambiental (aire,
agua, superficies, etc.) que son de aplica-
cién en la prevencién de la infeccion hospi-
talaria, como por ejemplo:

— Prevencién de micosis invasoras
nosocomiales: andlisis microbiolégi-
co del aire en bloques quirdrgicos y
zonas criticas hospitalarias.

— Control de la calidad del agua:
Andlisis de potabilidad en la red de
distribucién, piscinas de rehabilita-
cién, efc.

— Prevencién de legionelosis: Andlisis
fisico-quimicos y microbiolégicos
para el control e investigacion de
Legionella pneumophila o Legione-
lla spp. en dispositivos de riesgo.

La elaboracién de protocolos y la aseso-
ria en politica de antisépticos y desinfec-
tantes, asi como en los procedimientos de
esterilizacién hospitalarios constituye otro
objetivo de gran importancia en la pre-
vencién de la infeccién hospitalaria.

Finalmente, la participacién del Bidlogo
es muy activa en las lineas de investiga-
cién que en este drea estan dirigidas
tanto a la puesta a punto de nuevas téc-
nicas de biologia molecular para los
estudios de epidemiologia microbiana en
brotes como al estudio de la eficacia
antimicrobiana de nuevos productos des-
infectantes o nuevas tecnologias de este-
rilizacién.



Problematica de los
estafilococos coagulasa
negativos causantes de
infeccion nosocomial

Determinacion de la significacion clinica
de estos microorganismos mediante

criterios microbiologicos

Introduccién

Los estafilococos coagulasa negativos (ECN)
son unos de los principales microorganismos
causantes de las infecciones hospitalarias.
Siendo las infecciones nosocomiales o hospi-
talarias aquellas que se desarrollan en
pacientes hospitalizados que no las pade-
cian, ni presumiblemente las estaban incu-
bando en el momento de su admision.

Aunque los ECN se encuentran entre las
especies més frecuentemente aisladas en los
laboratorios de microbiologia clinica, el
hecho de que sean organismos ubicuos y que
constituyan el principal componente de la
microflora normal de la piel, mucosa y glén-
dulas de mamiferos ha dado lugar a que
hayan sido considerados como saprofitos y
durante afios se discutiera acerca de su signi-
ficacion clinica. R. Ben-Ami y cols. (2003).

En las Gltimas décadas se han realizado
considerables progresos en la clasificacién de
las especies estafilocécicas y en el desarrollo
de los métodos de tipificacion, progresos que
han permitido a la comunidad médica estar
més al corriente acerca de la gran variabili-
dad de especies de ECN y de su importancia
a nivel clinico.

Actualmente, son reconocidos como impor-
tantes agentes etiolégicos de una gran varie-
dad de situaciones clinicas y la problemdatica
que plantean de cara a los laboratorios hos-

pitalarios es distinguir si los aislados de ECN
son cepas con significacion clinica, es decir,
cepas productoras de infeccion, o simplemen-
te cepas contaminantes.

Debido a que los pacientes a los que afectan
presentan una situacién clinica comprometida,
estos patdbgenos oportunistas son, en muchos
casos, un grave problema. Afectan principal-
mente a cuatro tipo de pacientes: un primer
fipo lo constituyen aquellos pacientes que pre-
sentan rotura de la barrera natural de la piel,
como son los sujetos somefidos a cirugia, con
lesiones traumatolégicas, o aquellos que pre-
senfan patologia dermatolégica. Un segundo
fipo estd constituido por pacientes con disposi-
tivos implantados como catéteres, prétesis, etc.
El tercer tipo serian pacientes inmunocompro-
metidos y/o con enfermedad de base. Y el Glti-
mo seria el de los neonatos. La mortalidad y
morbilidad derivadas de estas infecciones
generan costes tanto a nivel humano como
econdmico, por lo que es importante disponer
de los medios diagnésticos y referenciales que
permitan su control.

Un problema afiadido asociado a los ECN
se debe a la gran resistencia que presentan
estos microorganismos frente a un amplio
espectro de antimicrobianos, por lo que cons-
tituyen un importante reservorio de genes de
resistencia dentro del medio hospitalario.

Segin el informe EPINE (2001) los ECN son
los que mayor nimero de infecciones nosoco-

MICROBIOLOGIA

Teresa Boquete,
Francisca Diaz
Centro Nacional de
Microbiologia. Instituto
de Salud Carlos Il

15 o BIOLOGOS -



MICROBIOLOGIA

BIOLOGOS -

16

miales producen después de E. Coli, siendo
las especies més frecuentemente aisladas en
las bacteriemias. S. epidermidis es la especie
que en el caso de las bacteriemias aparece en
mayor proporcién, seguida de S. haemolyti-
cus y S. hominis que se aislaron en menor
proporcion.

El hecho de que los ECN sean microorga-
nismos ubicuos que constituyen el principal
componente de la microflora de la piel y
mucosas da lugar a que cuando se aisla un
ECN en un hemocultivo sea un problema
controvertido establecer si es el agente etio-
légico de la infeccién o si es un contaminan-
te. El criterio microbiolégico generalmente
aceptado con el que presumiblemente se
diferencia entre verdadera infeccién y conta-
minacién se basa en dos pardmetros. Por un
lado, la existencia de un alto nimero de
UFC/ml que se interpretaria como un indicio
de infeccién, siendo éste un parémetro que
adquiere especial importancia en el caso de
los neonatos de bajo peso a los que sélo se
les realiza una extraccién. Y por otro lado
teniendo en cuenta que es altamente impro-
bable, dada la gran variabilidad intrinseca
de los ECN, que aislados no relacionados
epidemiolégicamente presenten las mismas
caracteristicas fenofipicas y genofipicas, se
considera evidencia de infeccion el aisla-
miento de la misma cepa de ECN obteni-
da en diferentes hemocultivos de un mismo
paciente a lo largo del tiempo. Por ello los
marcadores fenotipicos y genofipicos, desde
un punto de vista microbiolégico, nos apor-
tan una informacién valiosa para establecer
la significacion clinica de los ECN.

Material y métodos

Alislados

Se estudiaron 108 aislados de ECN que
correspondian a 40 episodios de bacteriemia
de 34 pacientes. El origen de todos los aisla-
dos fue la sangre.

Identificacién bioquimica

Se realizé siguiendo el esquema de Kloos
y Schleifer (1975 a, b) al que se le afadie-
ron las pruebas bioquimicas para el estudio
de la actividad desoxirribonucleasa, activi-
dad ureasa y actividad decarboxilasa.

Fagotipia
La fagotipia se realizé utilizando los 20
fagos del juego de fagos de Dean and

William (1973) y los 12 fagos del juego
autéctono de Martin de Nicolas y cols.
(1990). La fagotipia se realizé6 de acuerdo
con el método descrito por De Saxe y
Notley (1978), con las modificaciones de
que se realizé al RTD X 1000 y con trata-
miento con calor (48 °C).

Fagotipia inversa
La técnica se realizé siguiendo el método De
Saxe y Notley (1978).

Antibiotipia

A los aislados se les realizé un estudio de
susceptibilidad a 14 agentes antimicrobianos
usando el método de dilucién en placa des-
crito por el NCCLS (1993).

Los antibiéticos y rangos de concentraciones
(en m/ml) utilizados fueron los siguientes:
écido fucsidico (0,03-32), ampicilina/clavu-
lanico (0,12-64), cefotaxima (0,12-1024),
ciprofloxacina (0,06-16), clindamicina (0,06-
64), cloranfenicol (0,25-64), cloxacilina
(0,12-512), eritromicina (0,03-512), fosfomi-
cina (0,12-256), gentamicina (0,06-1024),
penicilina (0,03-1024), tetraciclina (0,125-
64), rifampicina (0,03-1024), vancomicina
(0,25-64).

Plasmidotipia

La obtencién de ADN plasmidico fue
realizada siguiendo el método descrito
por Birnboim y Doly con algunas modifi-
caciones. En el buffer de lisis se afiadié
lisostafina a una concentracién final de
250 U/ml, la suspensién bacteriana en
buffer de lisis es incubada a 37 °C duran-
te 30 minutos y antes de la precipitacién
con etanol se realiza un tratamiento con
fenol-cloroformo.

Electroforesis en campo pulsado

En la electroforesis en campo pulsado se
digirié el ADN con Sma | siguiendo el pro-
ceso descrito por L. P. Yuk-Fong y cols.
(1996). Para la electroforesis se utilizé un
equipo de CHEF-DR Il de Biorad y los dis-
tintos patrones electroforéticos obtenidos se
evaluaron con el programa informético
MVSP que realiza el andlisis estadistico de
multivariables. Utilizando el coeficiente
de Dice el programa genera una matriz a
partir de la cual crea un dendograma por
emparejamiento de medias no ponderadas
que relaciona los diferentes patrones segin
los indices de similitud.



Resultados

De los 108 aislados estudiados, 89 (82,4%)
fueron identificados como S. epidermidis, 10
(9,3%) como S. hominis 'y 9 (8,3%) como S.
haemolyticus. Por lo que S. epidermidis fue la
especie que con mayor frecuencia se aisl6 en
los hemocultivos.

Una vez identificados los aislados hay que
conseguir su caracterizaciéon para con los
datos obtenidos poder establecer si dos cepas
son idénticas o diferentes y asi determinar su
significacién clinica desde un punto de vista
microbiolégico. Para conseguir este objetivo
hemos aplicado técnicas tanto fenofipicas
como genofipicas.

Los resultados obtenidos al realizar la técni-
ca de la fagotipia nos demuestran que con
esta técnica se obtiene un bajo porcentaje de
tipabilidad, pues tan sélo 28 cepas (25,9%)
resultaron sensibles a algin fago, obtenién-
dose 18 fagotipos distintos. Mientras que 80
cepas (74,1%) no pudieron ser caracteriza-
das por esta técnica.

El alto ndmero de cepas que quedaron sin
tipificar hizo que aplicdramos la técnica de la
fagotipia inversa para conseguir su caracteri-
zacién. Al redlizar esta técnica con las cepas
propagadoras de ambos juegos de fagos, de
los 108 aislados se tipificaron 27 cepas (25%)
obteniéndose 18 fagotipos diferentes y 81
(75%) resultaron no tipificables. Al evaluar el
nimero de casos que se han caracterizado
con las técnicas de fagotipia fenemos que con
la fagotipia conseguimos caracterizar siete de
los 34 casos (20,6%), y seis casos (17,6%)
con la fagotipia inversa. Al valorar conjunta-
mente los resultados de la fagotipia y la fago-
tipia inversa conseguimos caracterizar 15
casos (44,1%) de los 34 estudiados.

Del estudio de sensibilidad a antimicrobia-
nos se obtuvieron un total de 47 patrones
de resistencia a antimicrobianos que carac-
terizaron el total de los 108 aislados estu-
diados.

Con el andlisis plasmidico obtuvimos 29
perfiles plasmidicos que caracterizaron a 77
(71,3%) aislados, mientras que 31 (28,7%) de
los aislados no pudieron caracterizarse por
esta técnica por carecer de pléasmidos. Los
perfiles plasmidicos que se diferenciaban al
menos en una banda fueron considerados
como diferentes (A. Ug y O. Ceylan, 2003).

La electroforesis en campo pulsado nos per-
mitié caracterizar los 108 aislados del estudio,
obteniéndose 65 perfiles electroforéticos, de los

cuales 56 resultaron ser fotalmente diferentes y
nueve presentaron sélo ciertas diferencias con
respecto a alguno de los 65 anteriores. Los
patrones electroforéficos obtenidos mediante
esta fécnica nos permifieron confirmar los
datos obtenidos con los anteriores marcadores
fenofipicos y genotipicos. Por otro lado, nos
permiti6 establecer las relaciones epidemiolé-
gicas entre los aislados de un mismo paciente
en 13 casos (38,2%) en los que no pudieron
ser establecidas con los resultados de los ofros
marcadores estudiados.

El elevado nmero de patrones obtenidos en
los distintos marcadores fenotipicos y genoti-
picos estudiados indica la existencia de una
gran variabilidad en los estafilococos coagu-
lasa negativos, lo cual permite que aplique-
mos el criterio de que dada la gran variabili-
dad intrinseca de los ECN es altamente
improbable que aislados no  relacionados
epidemiolégicamente presenten las mismas
caracteristicas fenotipicas y genotipicas. Por
tanto, se considera evidencia de infeccién dl
aislamiento de la misma cepa de ECN en
diferentes hemocultivos obtenidos a lo largo
del tiempo en un mismo paciente (Etienne y
cols. 1990).

La valoracién conjunta de los patrones obte-
nidos en todas las técnicas nos ha permitido
establecer si varios aislados pertenecientes a
un mismo paciente eran la misma cepa o dife-
rentes cepas y con estos datos hemos podido
valorar desde el punto de vista microbiolégi-
co si el ECN es el agente etiolégico de la
enfermedad.

Como ejemplo comentaremos el caso de un
paciente varén de un afio de edad diagnosti-
cado de leucemia linfoblastica aguda que
presenta cuatro episodios desde abril a julio
del mismo afio en los que el clinico tenia
dudas acerca de si los ECN aislados tenian
significacién clinica. En este caso se obtuvie-
ron diez hemocultivos en los que se aislaron
ECN. En el primer episodio se aislaron dos
estafilococos coagulasa negativos, en el
segundo cuatro, en el tercero dos y en el cuar-
to otros dos. Al identificarlos todos resultaron
ser S. epidermidis. Los resultados de la fago-
fipia y la fagotipia inversa no nos aporfaron
informacién il para evaluar estos aislados,
puesto que todos resultaron ser no tipables
por estas técnicas. Los datos obtenidos con la
antibiotipia y los perfiles plasmidicos indica-
ban que los dos aislados del primer episodio
eran cepas diferentes, que las cuatro cepas
del segundo episodio podian estar relaciona-
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das entre si y no tendrian relacién con las
del primer episodio; las dos cepas del tercer
episodio también estarian relacionadas
entre si y serian distintas a las del primer y
segundo episodio, y las cepas del cuarto
episodio estarian relacionadas con las del
segundo episodio. Esta primera impresién
quedd confirmada con los resultados obte-
nidos por la electroforesis en campo pulsa-
do, como se puede comprobar en la
figura 1. La cepa 40 y 41 pertenecientes al
primer episodio tienen distinto perfil electro-
forético (1 y 2 respectivamente). En el
segundo episodio las cepas 44 y 45 tienen
el mismo perfil electroforético (3) y las
cepas 42 y 43 tienen un perfil (3a'y 3b res-
pectivamente) relacionado con el 3. En el
tercer episodio las cepas 46 y 47 tienen
el mismo perfil (4) y es distinto a las ante-
riores cepas. En el cuarto episodio las cepas
48 y 49 presentan el mismo perfil elctrofo-
rético (3) que las del episodio dos.

Por lo tanto, en este paciente desde un punto
de vista microbiolégico podemos decir que en
el segundo episodio los ECN aislados fenian
significacion clinica y que al ser tratados con
antibiéticos probablemente consiguieron ate-
nuar la infeccién producidas por estos, sur-
giendo ofros ECN en un tercer episodio que
también tenian significacién clinica y que
consiguieron eliminar con el fratamiento anti-
biético, para volver a emerger de nuevo la
cepa que habia producido la infeccién en el
segundo episodio.

De los 34 casos en 30 los ECN fenian signifi-
cacién clinica. En los cuatro casos restantes no
se pudo establecer
la significacién clini-
ca, puesto que los
SUERRN  ECN aislados resul-

& taron ser cepas dis-
- tintas; pero como el
nimero de hemocul-
tivos estudiados fue
reducido, no sabe-
mos si al estudiar
mds hemocultivos de
un mismo paciente
hubiéramos encon-
trado alguna cepa
que, al ser caracteri-
zada, hubiera sido
igual a dlguna de
las estudiadas.

De los 30 casos en
los que los ECN

m [ AlElEdE

tenian significacién clinica, en ocho de ellos
junto con el ECN que tfenia significacién clini-
ca se defectaron otros ECN que pueden ser
considerados como contaminantes. Por ofro
lado, en cuatro de estos casos se comprobéd
que una cepa era el agente etiolégico en uno
de los episodios de la enfermedad del pacien-
te, mientras que en otro el responsable de la
infeccién era otra cepa distinta de la anterior.

Al comparar la evaluacién hecha por el cli-
nico con la evaluacién microbiolégica respec-
to a la significacién clinica de los ECN estu-
diados, en 21 de los casos (61,8%) hubo un
acuerdo total entre el criterio clinico y el
microbiolégico, en 20 casos tanto para el cli-
nico como para el microbiélogo el ECN
tenia significacién clinica y en un caso no tenia
dicha significacién.

En cinco casos (14,7%) en los que el clinico
tenia dudas acerca de la significacién, los
resultados microbiolégicos demostraron que
los ECN aislados eran los responsables de la
infeccién.

Respecto a los cinco casos restantes (14.7%)
en los que la valoracién del clinico fue la de
significativo, los resultados microbiolégicos
no pudieron demostrar la significacién clinica
de estos coagulasa negativos y hubiera sido
necesario haber estudiado més cepas de
estos casos para poder determinar su signifi-
cacion.

Por Gltimo, queda decir que tan sélo en tres
casos (8,8%) existen un desacuerdo, ya que
en estos casos el clinico sobre la base del his-
torial del paciente consideré que los ECN no
tenian significacién clinica pero en el estudio
microbiolégico se constaté que si que tenian
significacion.

Conclusiones

los datos obtenidos de los marcadores
microbiolégicos aportan la informacién nece-
saria para determinar la significacién clinica
de estos patégenos oportunistas. La identifica-
cién, junto con la sensibilidad a antimicrobia-
nos, proporciona una informacién que da una
idea aproximada de las relaciones epidemio-
légicas de los ECN en las infecciones nosoco-
miales. Debido a la baja tipabilidad obtenida
con las técnicas de fagotipia, es la electrofore-
sis en campo pulsado la técnica que nos ha
permitido establecer de forma més clara y
convincente las posibles relaciones epidemio-
légicas y la significacién clinica de los ECN
implicados en las infecciones nosocomiales.



Analizador de imagenes
en biomedicina

El analizador de imégenes es una herra-
mienta imprescindible para estudios plani-
métricos, morfométricos y densitométricos
partiendo de iméagenes digitalizadas. Apor-
ta objetividad, rapidez y sencillez. En la
actualidad el gran desarrollo en estos equi-
pos posibilita el disefio de sistemas expertos
muy Utiles como apoyo al diagnéstico clini-
co a la investigacion biolégica en casi
todas sus vertientes y a la docencia.

La idea de la cuantificacién en biologia
celular se intenta aplicar desde hace siglos
en distintos campos, sirva como ejemplo el
recuento de células sanguineas. Ya en
1895, Hammarberg introdujo una tincién
en sistema nervioso a fin de contar el nGme-
ro de neuronas en el cerebro. Hasta 1970,
en biomedicina se aplicaban plantillas y
métodos semicaseros para cuantificar estruc-
turas y, como méximo, se contaba con el
apoyo de planimetros para medir éreas y
perimetros celulares y se hacian recuentos
aleatorios de campos microscépicos median-
te reficulas de dimensiones conocidas incor-
poradas en los oculares de los microscopios,
calculando el nomero de particulas por uni-

dad de superficie.

A comienzos de los ochenta, el coste de
los ordenadores bajé considerablemente,
se incrementd la potencia de los mismos y
se desarrollaron equipos y tarjetas especia-
lizadas para el proceso de imégenes, pro-
duciéndose una eclosién de estas tecnolo-
gias a las que Espafia se incorporé en esa
década.

Los campos de desarrollo en biologia son
muy variados, pero se puede destacar su uti-
lizacién en histologia para medir y contar
estructuras microscépicas, en patologia
cuantitativa, en estudios inmunocitoquimicos
e histoquimicos, citogenética, microbiologia,
etc. También se han desarrollado aplicacio-
nes en ofros campos como restauracién de
obras de arte, estudios criminalisticos, medi-
cina forense, topografia, industria cosmética,
de automovilismo, etc.

Equipo de andlisis de imagen

Requiere un sistema que tenga la capaci-
dad de conversién de analégico (o con-
tinuo, similar al ojo humano) a digital
(discreto y cuantificable) y viceversa. Bési-
camente estaria integrado por:

® Un ordenador de control (CPU) con
gran capacidad de memoria, monitor
de TV de alta resolucién y tarjeta digi-
talizadora.

e Cdlmaras:

— De video analégicas y digitales, en
color real (RGB) y monocromas
(blanco y negro).

— Cémaras fotogréficas digitales.

* Microscopios: éptico con luz transmitida y
de fluorescencia, invertido, confocal, elec-
trénico de transmisién y barrido.

e Escéner para digitalizar imégenes pro-
cedentes de radiografias, tomografias
computerizadas, fotogrofias, efc.

* Un software especifico y flexible que
posibilite el tratamiento de imégenes y
la realizacién de medidas morfométri-
cas y densitométricas y que permita el
disefio y programacién de rutinas
especificas para aplicaciones concre-
tas. Gracias a estas rutinas se pueden
realizar procesos de medida repetiti-
vos, fundamentales en estudios micros-
copicos, y crear sistemas expertos que
reconozcan estructuras de forma auto-
mética. Este software de andlisis de
imagen se debe complementar con
hojas de cdlculo, bases de datos y
paquetes estadisticos, muy importan-
tes a la hora de realizar cualquier
estudio cuantitativo.

® Impresoras para salidas de datos y
graficos, videoimpresora (diapositivas
y fotografias).

BIOMEDICINA

M® Teresa Corcuera

Hospital Carlos Ill
de Madrid
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Figura |. Esquema basico de los
componenetes de un sistema de
andlisis de imagen.
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MACRO OPTICA

UNIDAD CENTRAL

¢ Unidades de almacenamiento: discos
épticos, removibles, CD, DVD.

En la figura 1 se muestra un esquema
bésico de un sistema de andlisis de imagen.

La imagen y su procesamiento

Las imégenes son representaciones visua-
les de los objetos. Desde el punto de vista de
la fisica cualquier imagen, proyeccién
plana de un objeto concreto, se puede defi-
nir como una funcién bidimensional f (x, y)
dependiente de la intensidad luminosa,
donde “x” e “y” representan las coordena-
das espaciales de su proyeccién planimétri-
ca, siendo el valor de “f* proporcional a la
luminosidad de la imagen en dicho punto o
pixel.

En general, para llegar a realizar medidas
en imégenes macro o microscopicas hay
que realizar unos procesos comunes a
todas las determinaciones. El primero con-
siste en la obtencién de imégenes digitali-
zadas, bien mediante captacién en color o
blanco y negro con cémara de video ana-
légica o una camara digital, bien a partir
de imagenes de archivo.

Las cémaras pueden estar acopladas a un
microscopio éptico, electrénico o confocal.

Las imégenes se pueden captar en color
real, estas imégenes estén formadas por
tres bandas: rojo, verde, azul (RGB), o
monocromas, del blanco al negro, pasando
por una gama total de 256 niveles de gris.
El procesamiento se simplifica mucho cuan-
do se puede trabajar en monocromo por
dos motivos: rapidez y menor ocupacién
de memoria. Pero en muchos procesos de
cuantificacién hay que utilizar imégenes en
color real.

La digitalizacién consiste en la descom-
posicion de la imagen en una matriz de
puntos o elementos denominados pixeles
(picture element), donde cada uno tiene un
valor proporcional al nivel de gris o de
color.

En iméagenes monocromas, la capacidad
de resolucién de la imagen digital estd con-
dicionada por el ntmero de niveles de gris
y por las dimensiones de la matriz (nGmero
de filas X, nomero de columnas). Por lo
general, para almacenar el nivel de gris de
cada pixel se utiliza un octeto (8 bites = 1
byte), por lo que hay 256 niveles de gris
posibles. Las matrices més utilizadas son de
256 x 256,512 x 512, 1.024 x 1.024. Asi,
una imagen digital monocroma de 1.024 x
1.024 ocupa un megabyte de memoria.



Estas imégenes se pueden archivar en
distintos formatos: tiff, gif, jpeg, bmp,
pcx, etfc.

Las imagenes en color con alta resolu-
cién ocupan mucha memoria, por lo que a
veces se comprimen eliminando de forma
automdtica informacién que no va a ser
apreciable por el ojo humano que distin-
gue aproximadamente 5.000 colores o,
mas bien, tonalidades diferentes, mientras
que con el analizador de imégenes se
pueden distinguir 16 millones de colores
diferentes.

En la visualizacién y mejora de las
imagenes se aplican operadores matemé-
ticos (puntuales, locales y globales) que
modifican aspectos de la imagen inicial.

Al conjunto de funciones matemdticas que
se aplica sobre un pixel o conjunto de pixe-
les se denomina algoritmo.

Para conocer las caracteristicas de la imagen
inicial se puede realizar su histograma, que a
modo de gréfico expresa todos los niveles de
gris o color que compone la imagen.

Para visualizarlas mejor se pueden aplicar
una o varias funciones consecutivas, como
escalados, normalizaciones, falso color, ete.:

Escalado. Redistribuye los valores de gris
que se seleccionan de forma inferactiva, por
lo que se puede transformar la imagen con-
troladamente. Se parte del estudio previo
del histograma de la imagen para poste-
riormente aplicar esta funcién. El resultado
final puede ser oscurecer o aclarar los obje-
tos.

Normalizacién. Se utiliza para incremen-
tar el contraste mediante expansién lineal
de sus niveles de gris hasta los umbrales
totales. Es una funcién lineal. En definitiva,
consiste en que los niveles oscuros se oscu-
recen mds y los claros se aclaran més.

Linearizacién. Refuerza los valores medios
de gris, se utiliza para corregir errores de
iluminacién.

Entre estas funciones se aplican filtros,
partiendo de las imégenes originales
(Fig. 2) o para resaltar aspectos que intere-

sen luego medir y tienen como obijetivo, por
un lado, ayudar posteriormente a eliminar
estructuras no deseadas y, por otro lado,
realzar los bordes de las estructuras que
posteriormente cuantificaremos. Existe gran
nomero de filtros:

Filtros de paso bajo. Para uniformizar
zonas de la imagen. Toma una matriz
definida y realiza una media de sus valo-
res de gris. Este valor medio se asigna al
pixel central en la ima-
gen de salida. La ima-
gen resulta como difu-
minada, la  hace
borrosa, por lo que
tiene aplicaciones muy
limitadas. Es vélido
para eliminar pequefas
variaciones cuando se
van a realizar estudios
de perfiles densitométri-
cos.

Filtros de paso alto.
Aumenta mas la dife-
rencia entre los elemen-
tos de la imagen y los
adyacentes a bordes de
las objetos que las
componen. De este
tipo son los filtros

Sobel, Kirsch y Wallis.

Realce de contornos.
El resultado es como un
reenfoque de la ima-
gen, quedando las
estructuras mejor deli-

mitadas (fig. 3).

Filtros de gradiente.
Consiguen realzar los
bordes de los objetos
que contienen las imége-
nes.

Filtro laplaciano. Utiliza un operador lapla-
ciano en diversas direcciones y matrices flexi-

bles (fig. 4).

Delineacién. Es un filtro que como su
propio nombre indica realiza una auto-
delineacién de bordes indefinidos con
ayuda de operadores matematicos. Resul-
ta de mucha utilidad para imégenes que

BIOMEDICINA

Figura 2. Imagen monocroma
digitalizada de una biopsia
duodenal, microcopia 6ptica (20 x),
tincién de hematoxilina eosina.

Figura 3. Aplicacién de un filtro
de realce de contornos a la imagen
anterior.
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Figura 4. Aplicacion de filtro
laplaciano de la imagen
representada en la ffigura 2.

Figura 5.Aplicacion de filtro
seudoplastico de la imagen
figura 2.
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Figura 6. Imagen microscépica
(100 x). tincion AgNOR.

Figura 7. Segmentacion del area
de algunos nicleos de la imagen
anterior.
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tengan un halo, como ocurre en fluores-
cencia, radiografias o tomografias.

Filtro seudopléstico. Se aplica para la
obtencién de efectos en relieve. Se utilizan
en geologia, en industrias de cosmética etc.

(fig. 5).

la segmentacién es el proceso clave
previo a la cuantificacién, cuyo objetivo es
extraer de la imagen natural o ya mejora-
da, las estructuras o componentes que van
a ser objeto de andlisis ya sea para reali-
zar recuentos y/o medidas (éreas, digme-
tros, rugosidades, densidades), basandose
en niveles de gris o color eliminando el
resto de los elementos que componen la
imagen.

La segmentacién determina el rea de tra-
bajo y es, por tanto, de mayor exactitud
cuanto mejor contraste posea la imagen. En
muchos procesos es necesario realizar mas
de una segmentacién de la imagen inicial
(fig. 6) para cuantificar por separado y en
distintos archivos estructuras u objetos dife-
rentes (figs. 7,8y 9).

Tras este paso se pueden emplear funcio-
nes de morfologia entre las que se
encuentran:

Contornos. Resulta una imagen formada
por la linea que bordea los objetos sin dis-
torsionar sus caracteristicas, pudiendo pos-

teriormente realizar recuentos,
medidas de érea, parémetros de
forma, efc.

Erosién. Se elimina la capa de
pixeles mas superficial de la
estructura, y se repite tantas
veces como se quiera. Con esta
funcién se suprimen irregulari-
dades y se individualizan obje-
tos que estén muy préximos.

Dilatacién. Es la inversa de la
erosién. Se afade sobre los obje-
tos una capa superficial de pixe-
les. Une objetos que se encuentran
proximos.

Relleno. Estructuras que presen-
tan pequefias oquedades. Resul-
tan uniformes.

Criba. Elimina estructuras inferiores, igua-
les o superiores al tamafio que indique el
usuario (figs. 10, 11y 12).

Esqueletizacién. Con esta funcién se
reduce a unos ejes principales de referen-
cia, adelgazando estructuras hasta que se
reduce a un solo pixel de grosor.

Borrado de objetos. De forma interactiva
o manual se sefialan las estructuras que se
quieran eliminar, por ser artefactos o
estructuras con los mismos niveles de gri-
ses que no se desean valorar.

Seleccién de objetos. Proceso interactivo
de escoger objetos de la imagen. De forma
interna esta funcién los etiqueta para per-
mitir realizar medidas sobre ellos.

Seleccién de regiones. De forma interacti-
va, como si se tratase de marcar con un
lépiz la regién de interés.

Identificacién de objetos. Enumera e
identifica todos los objetos de la imagen
binarizada de forma automética.

Procesos de medidas

Estas pueden ser en funcién de los paré-
metros que se valoren, de varios tipos: mor-
fométrica y/o topolégicas, densitométricas,
colorimétricas:



Morfométricas
De tamario

— Area: total de una imagen o relativa
en porcentaje de érea ocupada por
los objetos respecto al total, relacién
entre porcentajes de objetos distintos,
efc.

— Diémetro méximo y minimo de objetos
seleccionados.

— De longitud: se puede realizar de forma
automdtica o interactiva y permite al
usuario indicar sobre la imagen lineas y
regiones a medir.

Bordes
— Perimetros totales de las estructuras de
la imagen.

— Perimetros convexos.

De forma

Coordenadas del centro de gravedad.
Factores de elongacién.

Factores de forma circular.

Factores de rugosidad.

De posicién
De orientacién

— Aplicables para estudios estereolégicos.
Densitométricas

— Valor de gris medio y puntual.
— Densidad éptica integrada.
- Histograma de gris.

Para realizar procesos de cuantificacion
es necesaria la calibracién del sistema
inicialmente, para transformar los resulta-
dos en unidades reales. Para imégenes pro-
venientes de microscopia éptica el sistema
se calibra con un porta de calibracién
(fig. 13), calculando para cada objetivo la
equivalencia de pixel a micras. Asi los
resultados finales se expresaran en micras:
micras cuadradas si se trata de drea y
micras cObicas si se trata de volimenes. Los
pardmetros de calibracién para cada obije-
tivo se archivan, por lo que no es necesario
calibrar en cada sesién de trabajo. En el
caso de imagenes macro es necesario

incorporar una regla o algin objeto de
medida conocida para poder calibrar el sis-
tema.

En estudios microscépicos para valorar o
cuantificar células, nicleos, ete., se cuantifi-
can de 200 a 500 objetos, dependerd del
coeficiente de variacion. En medidas de
éreas se valoran al menos 150.000 micras
cuadradas si se trata de tejidos. El nimero
de imagenes que hay que estudiar de cada
muestra no es fijo, pero en términos gene-
rales para estudios celulares partiendo de
imégenes captadas con microscopio éptico
y objetivo 20 x, resulta al menos de 20 o 30
imégenes. Estas se captan empezando por
un punto de las muestras (tejido, extensio-
nes celulares, efc.) y siguiendo por campos
consecutivos manteniendo las variables de
luminosidad. Ahora se cuenta con micros-
copios épticos con platinas motorizadas
que fijando coordenadas de partida van
avanzando de forma automética por cam-
pos consecutivos en la direccion que se
indique.

Los ficheros con los resultados numéri-
cos, identificando muestra y trabajo, se
pueden imprimir o archivar en el disco en
el formato més apropiado. Se pueden uti-
lizar diferentes entornos, uno de los més
habituales es Windows, que facilita la
posibilidad de su exportacién a otros
programas para el estudio analitico, su
tratamiento estadistico con paquetes esta-
disticos.

Estos equipos tienen ofras aplicaciones
importantes, como su utilizacién como
soporte iconogréfico para presentacion de
trabajos, colecciones de imagenes.

Aplicaciones de andlisis de imagen
en biomedicina

Biologia celular y patologia

Cuantificacién de ADN y estudio del ciclo
celular

Partiendo de biopsias, puncién aspiracion
con aguja fina (PAAF), y citologjias, con fincién
Feulgen, etc., aplicables a:

— Estudios de neoplasias: carcinomas de
mama, prostata, ovario, tumores festi-

BIOMEDICINA

Figura 8. Segmentacion en blanco
y negro de nucleos celulares.

Figura 9. Contornos de nucleos
y areas correspondientes a
tincion AgNOR.

Figura 10. Captacién de imagen.

Figura | |. Segmentacion
de todas las estructras definidas
que contiene la imagen.
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Figura 12. Criba que elimina
las estructuras grandes.
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Figura |3. Regla calibrada
en milimetros
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culares, melanomas, procesos otorrino-
laringolégicos, higado, etc.

— Lesiones premalignas de laringe, colon,
cérvix, efc.

- Clasificacién de lesiones de tiroides y
paratiroides.

— Estudios retrospectivos de biopsias pro-
cedentes de archivos para diferentes
patologias.

Inmunocitoquimica: de biopsias completas,
citologias o tissue microarray

- Estudios de proliferacién celular: Ki-
67, MIB-1, PCNA (aplicable a présta-
ta, colon, cérvix, higado, mama, etcé-
tera.

— Oncogenes: c-erb-B2, p53, Myc, pRB,
etcétera.

— Fenémenos de apoptosis: bcl-2, wax,
p53.

— Receptores hormonales.

Microscopia electrénica

- Clasificacién de organelas (mitocon-
drias, nocleos, vesiculas, citoplasmas y
reficulo endotelial).

— Diagnéstico diferencial.

— Inmunocitoquimica ultraestructural, cuan-
tificacién de marcaje con oro coloidal.

Estudios de activacién celular
- Ag NOR:

Para tumores mamarios, estudios de cérvix
infectados por el virus del papiloma huma-
no, pancreas exocrino en pancreatitis croni-
ca y adenocarcinomas ductales, adenocar-
cinoma colorectal, etcétera.

Sistemas expertos

- Medidas texturales de tejido.

— Screening de citologias.

— Localizacién automética de campos dis-
plésicos.

Andlisis de geles
— Separacién electroforética de proteinas.

— Secuenciacién de écidos nucleicos.
- PCR.

Genética

- Mapas cromosémicos.

Elaboracién e interpretacién de cario-
tipos.

- Visudlizacién y documentaciéon de imé-
genes FISH.

Enfermedades genéticas.

Reconstrucciones tridimensionales
Partiendo de imégenes seriadas.
Microbiologia

- Contaje y medida de colonias bacteria-
nas y de levaduras.

— Estudios de crecimiento.
Botdnica

- Clasificacién de polenes.
- Crecimiento de plantas.

Virologia
Reconocimientos y medidas de virus.
Fisica
Edafologia
Zoologia

— Tamaiio de ovocitos.
— Estudio de caracterizacién de inverte-

brados

Ecologia
- Estudios de plancton.
- Recuento y medida de particulas y
fibras contaminantes.
Fisiologia humana y animal
Tecnologia de los alimentos
Teleconsulta
Generacion de bases de datos de imége-

nes para el estudio multidisciplinario, en
diferentes centros.



| CURSO SOBRE EL LABORATORIO
DE REPRODUCCION ASISTIDA

El COBCM y la Universidad Complutense

El Colegio Oficial de Bislogos de la Comunidad
de Madrid y la Facultad de Biologia de la Universi-
dad Complutense de Madrid trabajan en la organi-
zacién del | Curso sobre el Laboratorio de Repro-
duccién Asistida. Se prevé que tenga carécter
presencial y esté impartido por profesionales espe-
cializados en este campo. Abordard los aspectos
diagnésticos y terapéuticos del tratamiento de la
pareja estéril desde un punto de vista teérico y préc-
tico. El médulo préctico se realizaréd en laboratorios
de Madrid, Aravaca y Toledo. Su duracién seré de
32 horas lectivas.

Se informaré maés delante de las fechas previstas,
programa lectivo, efc.

NOTA DE PRENSA-PUBLICACIONES
FINALES DEL CONAMA

Fundacion CONAMA, 31 de mayo de 2005

El pasado 30 de mayo se presentaron las publi-
caciones finales del VIl Congreso Nacional del
Medio Ambiente en el Salén de Actos del CSIC,
centradas en el desarrollo sostenible, tema princi-
pal de la pasada ediciéon del CONAMA celebrada
en noviembre del afo pasado.

La presentacién conté con las intervenciones de la
ministra de Medio Ambiente, Cristina Narbona; el
presidente del CSIC, Carlos Martinez Alonso; el
Viceconsejero de Medio Ambiente y Ordenacién del
Territorio de la Comunidad de Madrid, José Trigue-
ros Rodrigo; el coordinador del Gobierno de Medio
Ambiente y Servicios a la Ciudad del Ayuntamiento
de Madrid, Ignacio Lépez Galiacho y el presidente
de la Fundacion CONAMA, Gonzalo Echagiie Mén-
dez de Vigo. Ademés, intervinieron Luis Guijarro,
periodista ambiental y presidente de la Asociacién
de Periodistas de Informacién Ambiental (APIA), y
Theo Oberhuber, coordinador general de Ecologistas
en Accion.

Las publicaciones del VI CONAMA, Temas
Clave del Desarrollo Sostenible en Espafia. Aporta-

ciones del CONAMA y Memoria del VIl CONAMA,

Cumbre del Desarrollo Sostenible, recogen las con-
clusiones y documentos resultado de la colaboracién
de los mas de 1.000 expertos que participaron en
las jornadas del mes de noviembre. Con éstas, se
pretende solucionar el problema medioambiental,
apostando por una politica de Desarrollo Sosteni-
ble. Tal y como dijo Carlos Martinez Alonso (CSIC),
“la politica medioambiental se ha ganado la opi-
nién poblica mundial”, con lo que subrayé ademas
la necesidad de continuar trabajando por la soste-

nibilidad.

Junta General Ordinaria
del COBCM

El pasado 22 de abril tuvo lugar la Junta General
Ordinaria del COBCM, en la que fueron aprobados
por amplia mayoria de votos todos los puntos del
orden del dia. Ademés del acta de la sesién del
pasado afo, el balance econémico 2004, el presu-
puesto 2005, la gestién de la Junta de Gobierno
durante el afio 2004 y las lineas generales de la ges-
tion del afio en curso, se aprobaron también las
siguientes propuestas: actualizacién anual de las
cuotas colegiales de acuerdo al IPC consolidado del
afo anterior, modificacion del articulo 8 de los esta-
tutos colegiales, establecimiento de una tarifa espe-
cial de visado para los certificados emitidos por la
empresas del sector DDD y modificacién del regla-
mento de actividades.

Participacion del COBCM
en la CEIM

El COBCM ingresé en el mes de febrero de este
afio en la Confederacion Empresarial de Madrid
CEIM-CEOE, con el principal objetivo de dar a cono-
cer nuestra profesion y el importante papel que los
biélogos podemos desempefiar en los diferentes
&mbitos empresariales de nuestra comunidad.

En este corto periodo de tiempo, el colegio ha
participado en diferentes reuniones de la CEIM, asi
como en su asamblea general, celebrada el pasado
25 de mayo, y ha sido publicada una entrevista a
nuestro decano, Angel Fernandez Ipar, en el Gltimo
nimero de la revista de la confederacién.
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REPRODUCCION ASISTIDA

Jorge Cuadros,

Lara Andrés

Clinica de Medicina de
la Reproduccioén

y Ginecologia FIV
Madrid

Cristina Alvarez
Complejo Hospitalario
de Albacete

Cristina Alvarez

BIOLOGOS - ° 26

Presente y futuro

de las técnicas de  /

reproduccion
asistida

Los avances recientes en las técnicas de
reproduccién asistida hacen necesario dis-
tinguir entre las de uso clinico diario y las
que estén en fase experimental o de inves-
tigacién. La ausencia de una clasificacién
hace que, tanto a nivel de profesionales de
la reproduccién como en la sociedad en
general, haya confusién respecto de estas
técnicas y de su uso actual. Por ejemplo,
cuando en 1997 se anuncié el nacimiento
de la oveja Dolly, de inmediato se afirmé
en diferentes niveles de la sociedad que ya
era posible clonar seres humanos idénti-
cos, cosa que aln se encuentra lejos de ser
técnicamente posible. Por otro lado,
supuestas cuestiones de tipo ético han
impedido hasta la fecha el desarrollo de
técnicas como la clonacién terapéutica,
cuya investigacién deberia ser autorizada
de manera urgente.

En el total de técnicas aplicadas a la
reproduccion asistida, o relacionadas con
ésta, podemos proponer la siguiente clasifi-
cacioén:

Técnicas rutinarias
en el laboratorio
de reproduccion asistida

Las técnicas de aplicacién rutinaria en un
centro de reproduccién asistida son:

Inseminacion artificial intrauterina (1A)

Puede ser conyugal (IAC) o con semen de
donante (IAD). Es la técnica més sencilla y
la primera eleccién cuando no existe causa
de infertilidad grave y cuando las trompas
son permeables. Consiste en la colocacién
artificial del semen en el Gtero de la mujer,
con el fin de conseguir una gestacion. Cons-
ta de tres fases:

— ——~" e Desarro-
llo folicular moltiple mediante adminis-
tracién de gonadotropinas. La mujer se
somete a una estimulacién hormonal
suave para producir 2-3 évulos en el
ciclo.

® Recuperacién de espermatozoides de
buena movilidad (REM). Para una IAC,
es necesario que la muestra de semen
cumpla unos criterios de normalidad,
de manera que la muestra preparada
en el laboratorio tenga un REM superior
a 10-15 millones de espermatozoi-
des/ml. En el caso de que exista un fac-
tor masculino de infertilidad, y a elec-
cién de la pareja, se puede recurrir a
un banco de semen para realizar una

IAD.

¢ |nseminacién intrauterina. Consiste en
depositar el semen capacitado en la
cavidad uterina, mediante una céanula
conectada a una jeringa de insulina
(fig. 1). La finalidad es dejar los esper-
matozoides cerca del lugar de ovula-
cién, evitando las alteraciones que el
ambiente “hostil” de la vagina produce
sobre la concentracién y movilidad
espermdtica.

Las tasas de embarazo conseguidas con la
IA estan alrededor del 15-25% por intento.

Fecundacién in vitro (FIV) convencional

Es la alternativa a la inseminacién, cuan-
do ésta ha fallado tras 3-4 intentos, o
cuando existe un factor de infertilidad
masculino y/o femenino que impide reali-
zarla. Para el factor masculino se requiere
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Figura |.Inseminacién Artificial.

tizan que la fecundacion ha ocurrido
de forma correcta (fig. 3).

que el REM sea de al menos 1-3 millo-
nes/ml de espermatozoides.

La FIV consta de cinco fases: e Cultivo in vitro de embriones: los
oocitos fecundados se pueden mante-

e Estimulacién ovérica: mayor que la rea- ner en cultivo en gotas individuales,

lizada para la 1A, permitiendo obtener
varios évulos en un mismo ciclo. El con-
trol de la respuesta ovdrica se realiza
mediante ecografias del crecimiento
folicular y la determinacién del estradiol
en sangre circulante.

Recuperacién de los oocitos: mediante
puncién ovérica transvaginal, con con-
trol ecogréfico. Estan en el liquido foli-
cular, rodeados por las células de la
granulosa. Son mantenidos en cultivo
con medios especificos hasta el momen-
to de la inseminacioén.

Inseminacién: se realiza colocando en
la placa de cultivo entre 50.000-
100.000 espermatozoides/ml, obteni-
dos de la muestra mejorada en el
laboratorio. A las 17-19 horas de la
inseminacién, en el dia 1, los oocitos
son liberados de las células del comu-
lo que los rodean, y la fecundacién se
reconoce por la presencia de los dos
pronicleos, masculino y femenino, y
de los dos cuerpos polares, que garan-

para hacer un seguimiento de su de-
sarrollo.

¢ Transferencia embrionaria: se realiza

por via transcervical y no requiere anes-
tesia. Puede realizarse en dia 2, alrede-
dor de 44 horas posinseminacién, cuan-
do los embriones tienen cuatro células, o
en dia 3, alrededor de las setenta horas,
cuando los embriones tienen ocho célu-
las. Habitualmente se transfieren dos
embriones, porque la elevada tasa
actual de implantacién embrionaria
aconseja limitar su nGmero, para redu-
cir asf la incidencia de gestaciones mal-
tiples. En ocasiones se transfiere un solo
embrion, si se quiere evitar el embarazo
gemelar en mujeres jovenes o recepto-
ras de évulos, o se puede aumentar a
tres, en mujeres mayores de 38 afios
con sus propios évulos.

Microinyeccién espermética (ICSI)

Las indicaciones actuales de la ICSI son
fundamentalmente casos de factor masculi-
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Figura 2. Fecundacién

in vitro (FIV) e inyeccion
intracitoplasmatica

de espermatozoides (ICSI).

Figura 3. Fecundacién normal.
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no severo (REM inferior a un
millén/ml), aunque también
estd indicada en causas inmu-
nolégicas, fallos previos de
fecundacién en FIV convencio-
nal, “sémenes valiosos”
(pacientes oncolégicos someti-
dos a radio o quimioterapia),
imposibilidad para recoger la
muestra y diagnéstico genético
preimplantacional.

La diferencia fundamental
con la FIV convencional es
que, en la ICSI, los évulos son
decumulados 2-4 horas después de la
puncién ovérica, utilizando un método
enzimdatico-mecénico, para luego intro-
ducir un espermatozoide en cada oocito
mediante una microaguja (fig.2). De esta
manera, tras 17-19 horas de cultivo hay
que determinar en cuéntos oocitos ha
ocurrido la fecundacién, mediante la pre-
sencia de los dos pronicleos y los dos
cuerpos polares. El resto del procedi-
miento es igual que en el caso de la FIV
convencional. Las tasas de embarazo que
se obtienen con la ICSl y la FIV son simi-
lares, al igual que la probabilidad de que
ocurran malformaciones congénitas,
como se ha demostrado recientemente.

Congelacién de embriones en dia 2 o dia 3

Es una técnica indispensable en repro-
duccién asistida, ya que se suele conse-
guir més embriones de buena calidad que
los que se debe transferir a la paciente,
evitando el embarazo mdltiple. Los proto-
colos de criopreservacion de embriones
en dia 2 o dia 3 estén muy estandariza-
dos y se consiguen tasas de gestacién
superiores al 25%.

Cultivo prolongado de embriones
en medios secuenciales

En ocasiones, conviene prolongar el culti-
vo embrionario hasta el estadio de blasto-
cisto.

El cultivo prolongado se indica en
pacientes con fallos repetidos de implan-
tacién en FIV/ICSI, en sindrome de hipe-
restimulacién ovérica, cuando se desea
reducir el riesgo de embarazo maltiple o

Fiv sl

en casos de diagnéstico genético preim-
plantacional.

Los embriones se desarrollan durante
cinco o seis dias (figura 4), y asi se realiza-
ria una mejor seleccién que la conseguida
en dia 2-3. Aunque esto no se demuestra en
la poblacién infértil en general, la tasa de
embarazo que se consigue con el cultivo
prolongado es de alrededor del 35% en las
mujeres que no se quedan embarazadas en
uno o dos intentos de FIV/ICSI. El medio de
cultivo inicial debe ser cambiado en el dia
2-3 a un medio enriquecido en aminoéci-
dos, para sostener el desarrollo de los
embriones hasta el estadio de blastocisto.

Congelacién de blastocistos

Es necesaria al establecer el cultivo pro-
longado de embriones. Es una técnica rela-
tivamente novedosa y el protoco|o es |ige-
ramente diferente de la congelacién de
embriones en dia 2-3.

Seleccién de embriones

La utilizacién de sistemas de categoriza-
cién de embriones o sistemas de puntua-




cién para elegir los mejores embriones a
transferir son procedimientos que se vie-
nen aplicando en los Gltimos afios para
transferir cada vez menos y mejores
embriones, intentando alcanzar altas tasas
de embarazo, reduciendo las gestaciones
moltiples.

Diagnéstico genético preimplantacional

El diagnéstico preimplantacional es una
técnica de uso rutinario en centros especia-
lizados, con los que suelen colaborar las cli-
nicas de reproduccion asistida. Su utilidad
es importante en casos de elevado riesgo
genético, y en un futuro cercano puede ver
ampliadas sus aplicaciones por su répido
progreso. Consiste en la extraccién de una
o dos células de un embrién del dia 3 (7-8
células), cuyo nicleo es fijado. Luego, se
analizan los ndcleos marcando sus cromo-
somas con sondas fluorescentes (FISH) o se
amplifica el ADN de esas blastémeras
mediante PCR y se analiza para la bosque-
da de las distintas mutaciones.

La biopsia no compromete el desarrollo de
los embriones; y con esta técnica se puede
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5 eelulas

Sidrula

Blastocisto {Dia 5-6)

seleccionar y transferir sélo los embriones
sanos.

Técnicas en fase experimental

Las técnicas con las que se esté investigan-
do en los laboratorios de reproduccién asis-
tida, que a corto plazo podrian tener una
aplicacién clinica, son:

e Congelacion de oocitos: técnica reciente-
mente auforizada en Espafia, a nivel de
estudio clinico controlado. Los oocitos
soportan mal la criopreservacion; sin
embargo, ligeras modificaciones del
protoco|o han meiorado los resultados, y
ya han nacido algunos nifios de oocitos
descongelados. Queda por demostrar
que la técnica sea segura, desde el punto
de vista del nacimiento de nifios sanos, y
que tenga un rendimiento adecuado, que
permita su oferta a los pacientes.

* Maduracién in vitro de oocitos: permite
recuperar oocitos inmaduros de un ova-
rio sin estimular, para luego madurarlos
en el laboratorio. Requiere del disefio
de medios especificos para que los

Figura 4. Cultivo prolongado de
los embriones.
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oocitos maduren correctamente y pue-
dan ser fecundados con una probabili-
dad de éxito similar a la de los que
maduran en el ovario.

e ELSI: inyeccion de espermétidas elon-
gadas, si no hay espermatozoides
maduros, pero se duda sobre una posi-
ble incidencia mayor de malformacio-
nes congénitas.

e Transferencia de nicleos: utilizada tam-
bién en la clonacién y en la haploidiza-
cién. Se transfiere el nicleo de un évulo de
una mujer mayor (en estadio de vesicula

germinal) al citoplasma enucleado de
un éwulo de una mujer joven donante.
Se propone que el citoplasma joven
repararia los defectos del nicleo.

Requiere la maduracién in vitro de
oocitos. No se conocen nifios

nacidos mediante esta técnica.

e Transferencia de cito-
plasma: se aplicaria en
mujeres que pueden ser
jOvenes, pero que sus
embriones son de mala
calidad, posiblemente por
un defecto en el citoplasma
que podria estar relacionado
con las mitocondrias. Asi, un volu-
men pequefio de citoplasma del évulo
de una donante podria solventar el pro-
blema. Han nacido algunos nifios
sanos, pero su uso no estd extendido.

Proyectos a medio plazo

Las técnicas que se encuentran en proceso
de investigacion, y que podrian tener una
aplicacién clinica a medio plazo son:

e ROSI: inyecciéon de espermatidas
redondas, en ausencia de esperma-
tozoides o de espermdtidas elonga-
das. Han nacido algunos nifios con
esta técnica, pero estd en desuso por
la incidencia de malformaciones
congénitas.

¢ Espermatogénesis in vitro: para casos
en los que la gametogénesis no se com-
pleta en el testiculo. Se extraerian las
células germinales mediante una biop-
sia festicular y se completaria la esper-
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matogénesis en el laboratorio, con
medios de cultivo especificos.

e Cultivo de células madre embrionarias:
se aprovecharian los embriones super-
numerarios de los ciclos de FIV/ICSI,
para generar lineas celulares que
podrian usarse para transplantes. Per-
siste el problema del rechazo. La legis-
lacién espafola ha autorizado las
experiencias controladas con embrio-
nes congelados donados para la inves-
tigacion.

* Clonacién terapéutica: resolveria el
problema del rechazo. Podria realizar-
se con células sométicas y con células
madre del adulto. No pretende la crea-
cion de un individuo clénico. La ley
espafiola no la permite de momento.

Ciencia ficcion

Algunas de las técnicas que podrian de-
sarrollarse a largo plazo son:

® ICSI con espermatocitos II: se han con-
seguido ratones vivos con esta técnica.

e Transplantes xenogénicos: conservacion
de tejido gonadal en ofras especies ani-
males.

* Haploidizacién: se generan gametos
provocando meiosis en células sométi-
cas de adulto.

e Clonacién reproductiva en animales:
después de Dolly se han clonado varias
especies animales, pero la eficiencia de
la técnica ain es muy baja.

Como técnica muy poco probable de ser
desarrollada, mencionamos:

* La clonacién reproductiva en huma-
nos: expertos en todo el mundo estén
de acuerdo en que, de momento, no
se puede siquiera plantear llevar a
cabo un intento serio de realizarla.
Su baja eficiencia y las moltiples
malformaciones congénitas, abortos
y muerte neonatal en los animales en
los que se ha intentado, hacen cien-
tifica y éticamente inaceptable tal
propuesta.
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Francisco Gracia Navarro (Cérdoba, 1952) es
Licenciado en Ciencias Biolégicas por la

Universidad de Sevilla, Doctor en Ciencias por
la Universidad de Cordoba y Catedratico de
Biologia Celular en esta ultima Universidad.

Autor de casi cien articulos cientificos méas de 170 ponencias y
comunicaciones en congresos nacionales e internacionales, estd
especializado en investigacion en Endocrinologia Molecular y
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especializadas y de varias sociedades cienfificas nacionales e
internacionales. Pertenecion al Consejo Andaluz de
Universidades, Presidente del Consejo de Administracion de la
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Consejo de Administracion del Centro para la Innovacion y lo
Transferencia de Tecnologia de Andalucia. Ha desempedado
también diversos cargos de responsabilidad académica en la
Universidad de Cordoba y la Junta de Andalucia.

Como érgano de apoyo cientifico-técnico al
Sistema Nacional de Salud, ¢cuales son principa-
les campos de actuacién del Instituto de Salud
Carlos IlI?

El Instituto de Salud Carlos Il (ISCII) se creé
a imagen de los grandes Institutos de la Salud
de ofros paises, y su funcién cambié conforme
a los cambios del propio sistema de salud, por
ejemplo la transferencia a las Comunidades
Auténomas de gran parte de las competencias
en materia de Salud.

Actualmente el ISCIIl es un centro de referen-
cia al servicio del Sistema Nacional de Salud,
fundamentalmente en enfermedades infecciosas
y en epidemiologia, contando con el equipo de
alerta, conectado con el sistema europeo de
alerta, que vigila los agentes infecciosos o posi-
bles agentes que vengan de fuera. Ademas se
ocupa de elementos también importantes como
la salud ambiental y la salud pablica

Su segunda funcién esencial es la de organis-
mo publico de investigacion en microbiologia,
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epidemiologia, salud piblica, medicina tropical,
etc. Se han ido creando en el seno del Instituto,
el Centro Nacional de Investigaciones Oncolégi-
cas (CNIO), el Centro Nacional de Investigacio-
nes Cardiovasculares (CINC), que se pondra en
marcha en los préximos meses, y también en
dreas nuevas que se van abriendo. Destaca el
grupo de investigacién en telemedicina, con
importante repercusion y claro ejemplo de la
integracion de profesionales.

La tercera funcién es la financiacién via con-
vocatoria competitiva hacia el resto de compo-
nentes del Sistema Nacional de Salud, orienta-
da hacia los centros del sistema sanitario, a los
hospitales fundamentalmente, y también a aten-
cién primaria por medio de las convocatorias
de redes de investigacion.

El ISCIIl es un organismo original por ser el
Gnico con estas competencias en todo el dmbi-
to nacional del estado: servicio técnico, orga-
nismo pulblico de investigacién y agente de
financiacién. Es un magnifico instrumento para
fomentar la investigacion biomédica en nuestro
pais, lo cual constituye el objetivo de la nueva
etapa del Instituto.

¢ELISCIN va a tener algon papel en nuevas
lineas de investigacién actuales, como las célu-
las madre?

Un papel regulador y coordinador. Nuestra
apuesta se basa en tres pilares sélidos: El Prime-
ro seria centralizar el informe ético de todos los
proyectos de investigacién que sobre estos temas
se desarrollen en el estado. Asi, lo que dependia
del Centro Nacional de Medicina Regenerativa y
Terapia Celular se ha trasladado al ISCIIl, que
recibe una Subdireccion General de Investiga-
cién en Medicina Regenerativa y Terapia Celular
que controla y/o coordina estas actividades.

El segundo pilar es establecer convenios con
las comunidades auténomas, de tal forma que
en lugar de desarrollarse en el Instituto todo el
potencial de investigacién, los investigadores
estén distribuidos por todo el estado y por tanto,
en lugar de existir un gran centro nacional en
terapia regenerativa, se pofencien las iniciativas
autonémicas. Hasta ahora se han firmado con-
venios con Catalufia, Comunidad Valenciana y
Andalucia, cuyo alcance es la investigacion
bésica y aplicada, en células troncales y de tera-
pia regenerativa.

El tercer pilar pasa por la convocatoria de Fon-
dos de Investigacién Sanitaria (FIS), que previsi-
blemente se publicaran en el BOE en mayo.
Habré una convocatoria de proyectos de investi-
gacién, siendo una de las lineas prioritarias la

investigacion en células troncales y también becas
de formacién postdoctoral, novedosas en convo-
catorias FIS, algunas de las cuales se van a foca-
lizar en terapia celular al objeto de ir formando
especialistas que luego puedan retornar a Espa-
fia. Mediante los FIS, se espera que los grupos de
ofras comunidades auténomas con las que no se
ha establecido convenio, también puedan partici-
par de esta financiacién prioritaria que el gobier-
no quiere dar a esta linea de investigacién. En ese
sentido, uno de los elementos esenciales es la red
de terapias celulares y medicina regenerativa del
FIS, que también se va a potenciar como red en la
cual se produzca una continuacién de toda esa
actividad de investigacion.

El actual gobierno apuesta fuerte por la terapia
celular, cuyo resultado final es incierfo. No se
puede saber si sucederd como con la terapia
génica, que cred muchas expectativas y se encon-
tré grandes dificultades técnicas, adn por superar.
La terapia celular abre muchas expectativas, pero
no se deben fomentar falsas esperanzas a los
enfermos y sus familiares. La investigacion es
largo plazo y hoy dia la aplicacién de la terapia
celular con células madre se ve lejana. Todavia
queda trabajar mucho en la diferenciacion celular
y en como evitar efectos indeseados en el ser
humano cuando se aplique la terapia. No obs-
tante, debe apoyarse la investigacion para llegar
a conocer qué mecanismos controlan esos proce-
sos biolégicos de diferenciacion celular. Es nece-
saria, y existe potencial en Espafia de desarrollar
una investigacién bésica y de calidad.

:Qué papel juega el Instituto dentro de las
relaciones internacionales y en especial con la
Union Europea?

La Oficina Espafiola de Ciencia y Tecnologia
(SOST) en Bruselas lleva la representacién de
Espafia en Europa en estos temas. En esta Ofici-
na hay una persona del Ministerio de Sanidad y
Consumo que esté adscrita a una nueva subdi-
reccién que aparece en el ISCIIl dentro del Area
de Programas Internacionales.

Existe un problema endémico en el sistema de
ciencia y tecnologia, que se acentia en nuestro
Sistema Nacional de Salud: nuestros investigado-
res llaman poco a la puerta de Bruselas y por
tanto los retornos son escasos. Puede deberse a
varias razones: desconocimiento, falta de motiva-
cién, burocracia de las convocatorias de Bruselas,
etc. Debe apoyarse en ese sentido porque tene-
mos buenos investigadores. Otra traba es el la
préctica clinica que desarrollan muchos investiga-
dores, lo cual supone una sobrecarga afiadida.
Aunque la dispersién del sistema sanitario no lo
facilta, desde el ISCIll, en combinacién con las
Comunidades Auténomas, se trata de mejorar la



participacién en proyectos europeos. En los pré-
ximos meses podrian presentarse las medidas
complementarias en ese senfido.

La investigacién actual en la UE sigue un plan
de lineas de investigacion prioritarias y sobre
esas lineas de investigacion los distintos paises
se presentan a una misma linea y de esta
forma se reparten los fondos.

Actualmente estd vigente el VI Programa
Marco en el que hay una serie de medidas
orientadas a las agencias financiadotas (ERA-
NET). Se pretende relacionar a las agencias
financiadoras de los paises en determinados
aspectos prioritarios. El ISCIIl esté participando
como Fondo de Investigacion Sanitaria (FIS), en
cuatro o cinco lineas que la Comisién ha enten-
dido prioritarias, como por ejemplo enfermeda-
des raras, telemedicina y bioinformética.

El futuro VII Programa Marco trae dos nuevas
perspectivas, ahora mismo en debate. Se trata
de las plataformas tecnolégicas que faciliten el
avance en investigacién aplicada, por ejemplo el
ensayo de farmacos. Otra medida muy intere-
sante y complicada seria creacién de una Agen-
cia Europea de Investigacién que gestionaria los
fondos de la investigacién basica. En ese senti-
do, los grupos de investigacion bésica de cada
pais competirian de forma individual con el resto
de los equipos europeos, lo cual es preocupante,
pues en sistemas tan competitivos sin mecanis-
mos o criterios de puntuacién, nuestros investi-
gadores pueden verse perjudicados. Por tanto,
la investigacion bésica es esencial en un buen
disefio de politica cientifica en biomedicina, y
me preocupa que Espafia no vaya con buena
posicién a competir por esos fondos europeos.

El ISCIIl, estd afianzando su papel en el dise-
fio de las politicas europeas, y cuenta con per-
sonal que se dedica bésicamente a programas
europeos y que estd en contacto con el resto de
ministerios que tienen la representacion espafio-
la para participar y disefiar todas las politicas
europeas para que al final, los fondos europeos,
que son muchos, revierfan a nuestro sistema
nacional de investigacion y por supuesto al siste-
ma nacional de salud, que es un elemento
importante del mismo.

El bidlogo como profesional de la salud,
¢Como puede acceder al ISCIII?

Esta institucion cuenta con muchos bidlogos,
que acceden a su puesto de trabajo mediante la
oferta publica de empleo para investigadores 6
técnicos de organismos pUblicos de investiga-
cién. Las plazas se convocan anualmente para
reas muy relacionadas con la Biologia, con un

enfoque sanitario, por supuesto (microbiologia,
medicina tropical, salud piblica, sanidad
ambiental).

Existen becas que periédicamente convoca el
ISCIIl. Son becas para grupos de investigacién
internos que hay en este Instituto y que abarcan
los mismos campos mencionados para las plazas
de investigadores. Suelen ser para formacién
doctoral o para perfeccionamiento postdoctoral.

Por Gltimo sefialar algunas convocatorias mas
especificas ligadas a proyectos concretos de los
investigadores del Instituto, como organismo
publico de investigacién, que estén financiadas
con fondos europeos o del plan nacional.

En general el bislogo es bienvenido al ISClIl y
muchos bislogos ocupando cargos de responsa-

bilidad.

La Escuela Nacional de Sanidad, como érga-
no de formacién ¢Jugara un papel importante
en relacion con la Ley de Ordenacién Universi-
taria (LOU)?

La Escuela Nacional de Sanidad (ENS) se creé
con un enfoque de formacién en Salud Pablica
dirigida a todo el sistema sanitario espafiol,
cuando era un Gnico sistema y las universidades
no habian asumido ese émbito de formacion de
postgrado en salud publica. Entonces, la forma-
cién de postgrado mas especializada estaba
focalizada en los ministerios. Con la descentrali-
zacién del sistema sanitario y la creacion de
Escuelas de Salud Pablica en algunas Comuni-
dades Auténomas, la Escuela Nacional de Sani-
dad ha ido sufriendo un desgaste. Ademas con
la aprobacién de los decretos para la formacién
de grado y postgrado por parte del Ministerio de
Educacién y Ciencia, entran en funcionamiento
unos mecanismos de acreditacién para la for-
macién de postgrado.

El ISCIIl quiere potenciar la Escuela y adaptarla
a los requerimientos de la LOU mediante acuerdos
con las universidades y crear, o bien un instituto de
postgrado contemplado en la Ley, o cualquier tipo
de acuerdo que permita que las maestrias que se
imparten en la Escuela, tengan validez como for-
macién de postgrado, de acuerdo con el decreto
de adaptacién al Espacio Europeo de Educacién
Superior.

Deben establecerse prioridades, puesto que la
Escuela no puede abordar toda la formacion de
postgrado en salud. Se trabaja en un plan estra-
tégico para establecer determinadas prioridades,
fundamentalmente Salud Poblica, Gestién de la
Salud Poblica y Epidemiologia. También se
apuesta por la Salud Ambiental, campo con bas-
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tante recorrido por hacer, siempre junto a las uni-
versidades.

La formacién de postgrado en un ambito de
competencia entre las universidades europeas
plantea un gran problema: no todas podrén desa-
rrollar postgrados en todas las areas, porque no
tendrén suficientes alumnos. El postgrado necesa-
riamente va a ser minoritario y, por muy financia-
do ptblicamente que esté, los costes de ofrecer
formacion muy especializada para muy pocos
alumnos puede ser insostenible. Las nuevas tecno-
logias pueden ayudar a ofrecer formacién de pos-
tgrado de calidad que abarque todos los aspectos
y que permita que estudiantes de distintas zonas
del territorio nacional puedan participoar..

Muchos biélogos decidieron especializarse
en genética humana, ;tienen posibilidades en
esta institucion de demostrar los conocimientos
y su proyeccion en la investigacién?

En el ISCIIl la investigacion en genética no es
ahora mismo la més destacada, pero si conta-
mos con especialistas porque la genética esta
muy relacionada con la biologia molecular. No
obstante fundaciones como el CNIC y el CNIO
es donde més posibilidades existen. El campo de
accién de los bislogos que dedicados a la gené-
tica humana deberia ser el hospital y su servicio
de genética clinica, donde puede desarrollar
perfectamente una labor, sin entrar en disputas
profesionales.

Las necesidades que va a tener el Sistema
Nacional de Salud de expertos en genética va a
ser enorme, porque la futura medicina seré per-
sonalizada, preventiva y de base molecular,
para conocer las probabilidades que tiene un
individuo de desarrollar una enfermedad, cono-
ciendo su genoma. Se utilizaran chips genético y
se disefiara un farmaco, una farmacologia, una
farmacogenémica particular. para la genética
clinica y en consecuencia, para el bislogo. La
formacién actual de los bidlogos en genética, es
ahora mismo mejor que la de los médicos y ahi
hay mucho campo, aunque més que en el Insti-
tuto, en el Sistema Nacional de Salud.

Sin embargo una de las misiones que tiene el
ISCIIl es la formacién de especialistas en salud
que puedan revertir después a los hospitales,
entonces desde ese punto de vista quizas al Ins-
fituto...

No se habia planteado como una de las lineas
prioritarias de actuacion de la Escuela, funda-
mentalmente porque los especialistas en genética
humana no los tenemos aqui, no son plantilla
nuestra. Nosotros contamos con muy buenos pro-
fesionales en papeles mas clasicos de la Salud

Poblica, desde el punto de vista de gestion, de
epidemiologia. La formacién de genetistas huma-
nos orientados hacia la Salud Poblica es una
buena idea y habria que tenerla en cuenta pero
no sé si para desarrollarla en la Escuela, en el
propio Sistema Nacional de Salud o en la Uni-
versidad. La idea me ha gustado y la voy a fener
presente para trabajarla.

¢Cree Usted que el hecho de que el cargo de
Director General este ocupado por un biélogo
puede suponerle al ISCIII alguna diferencia en
cuanto a su gestion, organizacion, etc.?

Yo creo que no. Cualquier ofra persona que
tenga experiencia o que este relacionada con
este tipo de gestién lo haria igual, pues lo Gnico
que pensamos es en llevar a buen término los
proyectos que fenemos entre manos. De hecho,
ya ocupaba un puesto de responsabilidad rela-
cionado con la investigacion y las nuevas tecno-
logias cuando recibi la llamada de Da Carmen
Calvo, la Sra. Ministra de Sanidad, quien con-
fi6 en mi. No obstante, creo que mi cargo ya ha
sido ocupado por algin ofro bidlogo y espero
no ser el Gltimo en ocuparlo.

¢Qué supone para Usted como bidlogo el
estar al frente de esta Institucién en su carrera?

Es un honor y una gran responsabilidad estar
al frente del mds prestigioso organismo publico
de investigacién en Ciencias de la Salud. Es un
elemento esencial de mi carrera profesional,
tanto como investigador en el érea de la biome-
dicina, de la endocrinologia molecular y celular,
como de gestor de la investigacién. Después de
mis experiencias como Vicerrector de Investiga-
cién de Universidad y de responsable de Univer-
sidades e Investigacién en una Comunidad Auté-
noma, ser el Director del segundo OPI del pais,
creo que es un muy buen eslabén en mi carrera
profesional. Pero, ademés, dadas las caracteris-
ticas singulares del Organismo es una enorme
responsabilidad. Los fines y objetivos del Instituto
son muy importantes para el Sistema Nacional
de Salud y también para el Sistema Nacional de
Ciencia y Tecnologia, por fanto, espero que entre
todos podamos hacer una buena labor.

Y para terminar ¢cual es su opinién sobre el
futuro papel de los bislogos en el Sistema
Nacional de Salud?

Pueden tener, en un futuro no muy lejano, un
papel cada vez mds importante en el Sistema
Nacional de Salud, debido a su formacién mul-
tidisciplinar que le facilita el ocupar moltiples
posiciones en un sinfin de disciplinas (microbio-
logia, genética, biologia celular o la medicina
preventiva de base molecular.
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