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Introduccion

Es importante valorar el desarrollo que ha tenido el control de la calidad como una
disciplina indispensable para lograr una operacion exitosa en toda organizacion, y en
personas que trabajan dentro de la industria, el comercio, los servicios, dependencias €
instituciones educativas y centros de investigacion.

El presente trabajo se centra en el andlisis de resultados utilizando herramientas basicas
del control de la calidad, especificamente a una prueba clinica que se desarroll6 en el
Jaboratorio de investigacion de la especialidad en andrologia, y €l provecto contempla la
implementacion de técnicas para biologia de la reproduccion en el ambito de biologia
molecular y genética, principalmente enfocado en localizar, identificar y cuantificar en
células sexuales masculinas, portadores de los cromosomas que determinaran el sexo de
la descendencia, con el proposito de obtener informacion que posteriormente debe ser
importante a nivel clinico en cuanto a enfermedades ligadas al sexo y porcentajes de
células masculinas y femeninas.

Esta en la naturaleza de las pruebas de laboratorio que existan errores cuyo origen €s
variado como: en los métodos de medicion, equipo, medio ambiente o incluso del
personal. Entendiendo que la fuente y magnitud de tales errores es un requisito previo
para la apreciacion correcta de los resultados de la prueba en procedimientos de
diagnostico. Para evaluar estos errores, se ha introducido el control de la calidad y ha
llegado a ser una practica rutinaria en todas las pruebas de laboratorio.

Sin embargo, en los laboratorios de andrologia, hubo problemas para introducir el
control de la calidad debido a que se utilizan células vivas como analitos y a la falta de

métodos de referencia, por lo que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se di6 a



la tarea de crear un manual con el objetivo de estandarizar las técnicas de analisis
seminal.

Ahora bien. la OMS tiene el programa d¢ investigacion en este campo mas prande cn el
mundo vy participan en ¢l, cientificos de muchos paises con la finalidad de desarrollar,
analizar, probar y recomendar las pruebas mas importantes y las técnicas mas
adecuadas, asi-cotno-la normalizacion de tas mismas. El contenido de dicha-.. -
investigacion constituye el manual de laboratorio donde se describen y/o se
recomiendan técnicas para el trabajo en el laboratorio de andrologia y a su vez, es el
mas reconocido a nivel mundial.

Esto ha significado una base para el control de calidad. Los modelos para el control de
calidad requieren evaluacion extensa antes de una recomendacion general, pero inchiso
en esta fase todos los laboratorios deben empezar usando esquemas minimamente de
contro} de calidad intemo.

Sin embargo dia con dia se llevan a cabo nuevas pruebas vy metodologias en este campo
que materiatimente quedan fucra de los valores de referencia que plantea la OMS en su
manual. por lo que el investigador debe desarrollar sus propios esquemas de control de
la calidad que validen el trabajo realizado v que posteriormente si la investigacion es
exitosa, lleven al establecimiento de valores de referencia.

En el presente trabajo se pretende implementar herramientas basicas de control de
calidad en el laboratorio de andrologia. vy el contenido es el siguiente:

Los avances recientes en el campo de la andrologia, sus aportaciones a la biologia de la
reproduccion y otras dreas de |a clinica, ademas de la utilizacién del manual de la
OMS, v el papel del control de la calidad cn ¢l laboratorio. El rezago existenie en

Meéxico en cuanto a la adopeidn y aplicacion de los estandares del manual



En seguida se menciona la importancia del estudio de los cromosomas sexuales en las
enfermedades de origen genético, y el enriquecimiento del manual de la OMS a través
de estudios de este tipo.

Después, se analiza la situacion de la andrologia en México y en el extranjero, para
pasar al capitulo I donde se delimita el area de estudio.

En el capitulo II se describen las metodologias utilizadas tanto para el analisis de semen
como para la determinacion de porcentajes de los cromosomas sexuales.

El capitulo III trata acerca de los aparatos y materiales utilizados en la investigacion,
donde se describen sus caracteristicas y fundamentos, para pasar al capitulo I'V donde se
presenta la tabla de los resultados obtenidos, la aplicacion de herramientas basicas del
control de la calidad, asi como las técnicas alternativas que estan disponibles.

Por 1ultimo en el capitulo V se mencionan las observaciones y aspectos relevantes

del estudio que se consideran importantes para el futuro analisis de las siguientes etapas
del estudio. |

En base a lo anterior se propone el siguiente objetivo:



Objetivo General.

Utilizar herramientas basicas del control de la calidad (diagrama causa y efecto, diagrama
de flujo, grafica de control, histograma, diagrama de dispersi6n y correlacion) en los
resultados obtenidos de técnicas de evaluacion seminal (caracteristicas del semen), asi
como de la cuantificacion por conteo directo, de porcentajes de cromosomas X o Y por la

técnica de quinacrina, en semen humano.

Objetivos Particulares.

1. Mostrar las diferentes técnicas de analisis seminal (espermatobioscopia) de

.acuerdo a los criterios de evaluacion del Manual de la Organizacién Mundial de la
Salud..

2. Analizar un grupo de muestras y seleccionar las consideradas como normales.

3. Desarrollar la técnica de determinacion del cromosoma Y por medio de fluorescencia
en semen. (técnica de Quinacrina)

4. Montar las técnicas de separacién de linfocitos y leucocitos polimorfonucleares como
controles somaticos positivos y negativos para verificar la presencia de cromosomas X o Y
en semen.

5. Identificar las proporciones de espermatozoides con cromosomas X o Y en las
muestras normales.

6. Comparar las técnicas utilizadas con otras similares.

7. Analizar los resultados obtenidos mediante herramientas basicas del control de la

calidad.



Hipétesis

En el presente trabajo se busca cuantificar las proporciones de cromosomas X e Y en
muestras de semen humano de pacientes clasificados como normales {normozoospérmicos)
segum los criterios de 1a Organizacion Mundial de la Salud, por lo que al utilizar las
metodologias propuestas por esta organizacion, se¢ pueden clasificar las muestras de semen
para poder utilizar las que sean normales en la cuantificacion de cromosomas X ¢ Y,
ademas si se comparan las metodologias existentes con las utilizadas se tiene un mejor
panorama de las ventajas y desventajas de dichas técnicas para su mejor aprovechamiento.
Ademas, los resultados pueden ser analizados mediante la aplicacién de herramientas de
control de calidad como:

El diagrama de causa v efecto, a través del cual se identifican las causas principales de un
problema o efecto, ademas de clasiticar y relacionar las interacciones entre factores que
afecten el resultado del proceso.

El diagrama de flujo, que permite la comprension del proceso, con la posibilidad de
redisefarlo o utilizar un método alterno, ademas de :dentiticar problemas, oportunidades de
mejora y puntos de ruptura en los métodos.

Grafica de control, permite distinguir entre causas aleatorias v especificas de variacion, y se
puede monitorear el proceso a través del tiempo, observando que se comporten de manera
uniforme v predecible.

Histograma, que ayuda a analizar y/0 tomar decisiones cuando se tiene un amplio nimero
de dates que es necesario organizar, ademas es un medio eficaz para transmitir informacion
de forma precisa e mteligible que permite comparar los resultados con los valores
csperados y hacer predicciones del método.

Diagrama de dispersion, al utilizar este método se pueden estudiar ¢ 1dentificar las posibles
relaciones entre los cambios observados en dos conjuntos de diferentes varnables y
proporcinando un medio visual para probar la fuerza de esa posible relacion de variables.
Andlisis de correlacion, en complemento al diagrama de dispersién proporciona una

herramienta matematica para comprobar la posible relacion de dos vanables.



Antecedentes

Como muchos otros campos de la medicina, la andrologia se mantuvo, hasta hace poco
como una rama poco conocida en nuestro pais, principalmente debido a que en muchos
casos estaba orientada hacia {a biologia de la reproduccion, y especificamente en la
rama que trataba de proveer alternativas a parejas que tienen problemas de infertilidad,
no obstante que nuestro pais padece el fendmeno de la sobrepoblacion, este lipo de
programas no es considerado como prioritario (WHO, 2000). De cualquier manera,
existen centros de investigacion que utilizan muchas de las técnicas usadas en
andrologia, por lo que hay lugares donde se tienen bien desarrollados dichos
procedimienios, y atin en ciertos centros hospitalarios. clinicas y consultorios donde se
manejan algunas de las técnicas mas usuales; sin embargo, solo en los centros de
investigacion v en algunos hospitales se mantiene la constante actualizacion requenda.
En otros lugares se utilizan técnicas de hace 20 aios, ya desechadas o bien estandares
ya obsoletos, ¢ incluso personal no capacitado, o habilitado en téenicas antiguas. que
solo reportan resultados confusos € ilegibles, y por otro lado, las técnicas utilizadas sen
solo las mas basicas. por lo que no es posible ofrecer al paciente todas las alternativas

existentes para un buen diagnostico.

En el caso de los centros de investigacion, se utilizan las mas imodemas técnicas, sin
embargo, s raro que abajen directamente con pacientes por lo que queda restringido

sdlo como investigacion basica (Hall, 1993)

A nivel mundial, México presenta un rezago debido a los tondos destinados a las
mismas politicas de salud, y al poco interés que se tiene por las parejas que presentan
algtin tipo de infertilidad o bien problemas de impotencia que se consideran situaciones

muy privadoes v no estan considerados como problemas de salud publica.



En paises como EE.UU. y los europeos ¢s donde se tiene ¢l mayor desarrollo del area,
siendo en estos lugares donde se plantean los estandares a seguir, contribuvendo a crear
manuales de referencia como ¢l Manual de Ja Organizacion Mundial de la Salud que es
el mas reconocido en el mundo; ademas. debido a las condiciones economicas de estos
paises es donde se tienen los equipos mas modemos, el personal mejor calificado y
obviamente el presupuesto mas elevado, en lugares como el Nortolk Medical Center en
EE.ULU. o ¢l Reproductive Biology Unit en Edimburgo Escocia donde se marca la pauta

en el desarrollo del area. (WHO. 2000).

Pero a pesar de que a primera vista parezca que estamos aislados de los adelantos de
otros paises. existen en México. centros donde se tiene constante comunicacion con el
extranjero con respecto a los nuevos adelantos, nuevas investigaciones y nuevas
técnicas, algunas de ellas ya aplicadas en dichos centros, donde. el tunico problema
(corno se meneiond anterionmente) es que estas candiciones no Hegan a los pequenos

laboratorios y se sufre un rezago considerable.

St bien los recursos tanto econdmicos como leenologicos son importantes para el
desarrollo de un drea médica, para el rabajo rutinario existen herramientas de control
que nos permiten desarroliar dicho trabajo con niveles altos de seguridad en los

resultados como es la calidad en todas sus modalidades.



Justificacion

El presente trabajo presenta entre otras cuestiones, la técnica de identificacion de
cromosomas X e Y por el método de fluorescencia. y establece su importancia relativa
en el potencial fértil, ademas de enriquecer el contenide del Manual de la OMS.

A largo plazo, puede ser la base para la caracterizacion del potencial reproductivo en
una poblacién determinada, ya que se ha comprobado que se comparten diversas
similitudes en individuos que viven en determinadas regiones geogréficas o bien de
acuerdo al tipo racial, a la edad, etc. Ademas la cuantificacion de espermarozoides con
cromosomas X 0 Y puede ser utilizada en clinica, apoyada en programas de
fertilizacion asistida y buenas técnicas de separacion de gamelos, como una herramienta
en el control de enfermedades ligadas al sexo, y obviamente como la posibilidad para
las parejas de seleccionar previamente el sexo de su descendencia.

Sin embargo todo esto depende de que las investigaciones, metodologias y resultados
sean confiables, y que tengan un buen porcentaje de reproducibilidad. de alli 1a
importancia de implementar un sistema de control de calidad en el provecto que
garantice un grado de seguridad de resultados aceptable.

La competencia internacional y 1a globalizacion de las actividades, bace necesaria la
aplicacion det conirol de calidad, y no sélo las empresas que ofrccen directamente al
cliente un producto o un servicio, sino también los profesionales en la rama de la
Investigacion basica que deben conocer y aplicar las herramientas de la calidad que
correspondan. cono por ejemplo las técnicas estadisticas para analizar adecuadamente
los problémas v lomar decisiones acertadas.

Debido a que en el campo de la investigacion cientifica en muchos casos es dificil

separar lo bueno de lo malo, es necesario tener a la mano herramientas que permitan un



porcentaje razonable de seguridad en los resultados, ademas de que con el control de
calidad se puede llevar un margen elevado de organizacion en las actividades.

Una de las ventajas que se observa en la investigacion cientifica basica, es su
flexibilidad para admitir procedimientos nuevos, ya sea para facilitar otros, o bien como
herramientas de analisis; en el caso del control de calidad, se pueden utilizar, si no
todas, si la mayoria de las herramientas estadisticas, que obviamente dan entre otras
cosas un panorama de la efectividad de las técnicas y procedimientos , incluso del
planteamiento inicial de la investigacion y lo que se puede esperar de ella.

Para el presente estudio, la propuesta de trabajo pretende, ante todo utilizar las
herramientas que permitan tomar el control de la investigacion desde la planeacion del
proyecto de investigacion hasta el analisis de los resultados; las herramientas son:
-Diagrama de causa y efecto, que nos da un esquema general de todos los elementos
que intervienen en el proyecto de investigacion, sus causas y posibles efectos,
organizados por orden de importancia.

-Diagrama de flujo, el cual se utiliza para tener un panorama de los diferentes procesos
que comprenden la investigacion, y atin para su planeacion.

-Grafica de control, a partir de datos estadisticos como la media y la desviacion
estandar se calculan limites superiores e inferiores con el proposito de saber si los
resultados obtenidos estan dentro o fuera de un rango de confiabilidad.

-Histograma, esta herramienta, permite identificar la frecuencia con que se presentan
los datos, lo que permite ubicarlos en su distribucion alrededor de una media aritroética
y que ademas, observar qué tipo de distribucion de datos se presenta (estadisticamente
hablando).

-Diagrama de dispersion, especificamente sirve para saber cuan dispersos estan los

datos, esto alrededor de una media aritmética y de la desviacion estandar.



-Anélisis estadistico, que permite, entre otras cosas analizar los datos obtenidos, y
obtener valiosos datos acerca de la confiabilidad de los mismos. detectar diferencias
significativas entre ellos, y tener asi una interpretacion matematica de la validez de la
investigacion.

Ademas se puede mencionar que dada la muy particular area de investigacion, no
existen riesgos de interferencia por otros proyectos de investigacion como la clonacion
o los estudios acerca de nuevos medicamentos para la planificacion familiar, pues los

objetivos de ambos estudios son completamente independientes del presente estudio.
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Marco teérico

La busqueda de los factores que determinan el sexo de la descendencia ha sido un tema
muy importante a lo largo del desarrollo de la civilizacidn, al cual se le ha relacionado con
causas diversas, desde religiosas hasta climaticas y muy recientemente con factores
genéticos y hormonales. (Carles, 1973; Clayton, 1991; Marshail, 2000).

Con el avance de la genética y la embriologia, ademas de la caracterizacion de diversas
enfermedades ligadas al sexo, se ha hecho aun mas importante saber qué factores
intervienen en la determinacion del sexo.

Se sabe que el acervo genético de 1a mayoria de los seres vivientes incluye cromosomas
sexuales denominados (X e Y en el humano), que son los que, durante la fecundacion
determinan el sexo del producto (Mathews, 1993: McCoshen, 1994). También se sabe que
es el espermatozoide del varén el que porta uno u otro cromosoma, por lo que es el
determinante para definir el sexo. Sin embargo los factores que determinan por qué fecunda
un espermatozoide con cromosoma X y no uno con cromosoma Y 0 viceversa, ain no esta
bien definido.

Diversos investigadores han realizado variados trabajos que tratan de aportar un
conocimiento mayor en este campo, manejando diferentes variables como ciclos
hormonales, farmacos, tipos raciales y aiin regiones geograficas (Hytten, 1982; Pernoll,
1993).

Con el interés por resolver estas incognitas se han desarrollado diferentes técnicas que han
permitido diferenciar los espermatozoides que portan el cromosoma X de los que tienen el

cromosoma Y (Batzofin, 1987; Roelof, 1992).



Ademas, se han implementado una gran variedad de metodologias que permiten analizar
otras caracteristicas de los espermatozoides y del semen en si, como la movilidad y la
concentracion de este tipo celular, a las que se han denominado analisis seminal.
Las técnicas de analisis seminal han traspasado el plano de la investigacion basica y se
utilizan actualmente en clinica para detectar anomalias en el semen de pacientes que
presentan problemas de infertilidad (Matzuoka, 1995).
Las pruebas mas importantes estan contenidas en un manual elaborado por la Organizacién
Mundial de la Salud, que tiene el programa mas completo sobre este tema y cuenta con
investigadores de varios paises y actualmente es la referencia en el tema.
Algo importante que se menciona en el manual es minimizar errores que se presenten
durante el desarrollo de las metodologias que puedan llevar a resultados dudosos, aunque
también menciona la problematica de utilizar células vivas como analitos, por lo que
sugiere implementar un sistema de control de calidad minimo que permita un menor
margen de error (Ciisa, 2003; Aguado, 2004).
Sin embargo, con el gran desarrollo que ha tenido la cultura de la calidad. se tiene una gran
variedad de procedimientos que permiten llevar un control mas seguro del trabajo con
resultados mas confiables. Las herramientas que estan disponibles van desde las basicas
como las graficas de control, y el diagrama causa y efecto hasta sistemas de calidad muy
complejos como los desarrollados en las grandes empresas de productos v servicios
(Castillo, 2003; Escalante, 2003) .
Debido a que }a implementacion del sistema de control de la calidad esta en una fase inicial
en el presente trabajo se utilizan las siguientes herramientas basicas:

- Diagrama de causa y efecto

- Diagrama de flujo



- Grafica de control

- Histograma

- Diagramas de dispersion

- Andlisis de correlacién
Y se pretende que con su aplicacion, se logre un conocimiento mas completo de los
procesos realizados y que puedan ser analizados para detectar anomalias (Chang, 1999;

Kume, 1992).
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Metodologias

Las técnicas utilizadas estdn encaminadas a obtener resultados mas confiables, asi
como reproducibles. En primer lugar, para el procesamiento de las muestras de semen
se deben tomar en cuenta ciertas caracteristicas de los pacientes , por lo que se analizan
las muestras antes de ser consideradas para la investigacion. Los pacientes resuelven un
cuestionario que permite distinguir aquellos pacientes que cumplen los siguientes
criterios de seleccion:
1. Los pacientes deben ser varones
2. Edad entre 20 y 45 afios
3. Que asistan a la clinica por infertilidad primaria
4. Que califiquen como normozoospérmicos*
5. Que reporten negativo para;
Chlamydia
Micoplasma
Espermocultivo
Hepatitis y
Cualquier otra enfermedad de transmision sexual.

* De acuerdo a los criterios de la OMS del afio 2000

Inmediatamente después, la muestra es obtenida por masturbacion y depositada en un
recipiente adecuado, esto con el objeto de evitar la contaminacion, o bien que el
material de dicho recipiente tenga alguna reaccion quimica con el semen y corra ¢l

riesgo de inactivarse, incluso se evita la posibilidad de choque t€rmico. Una vez



obtenida la muestra, se toman 500 !l para realizar la espermatobioscopia que confirma
la calidad de la muestra y se evaluan los siguientes parametros que son los basicos para
la Organizacién Mundial de la Salud, que es el principal organismo regulador:
-Pardmetros macroscépicos (segun OMS 2000)

* Nombre del paciente

* Hora de toma de la muestra; se toma para tener un registro y evitar dejar pasar menos
0 mas tiempo entre la toma y el examen y que los resultados puedan ser
malinterpretados.

* Hora del examen de la muestra

* Coagulacion, consistencia caracteristica que toma el semen al ser evacutado.

* Licuefaccion, consistencia del semen después de aproximadamente media hora de
haber sido eyaculado.

* Volumen, cantidad en mililitros del semen, se considera normal entre 2 v 5 ml.

* Color, que indica en cierta forma la concentracion celular, mientras mas traslucido es
menor la concentracion.

* pH. Se considera normal un pH de entre 7 y 8, siendo neutro.

* Viscosidad, consistencia del semen, al principio debe ser alta (coagulacion) y
transcurrida media hora después, debe tomarse baja (licuefaccion).

- Parametros microscopicos

*Presencia de aglutinaciones, puntos de aglomeraciones de espermatozoides, pueden
considerarse normales cuando son azarosas o inespecificas, o bien pueden ser cabeza-
cabeza, cabeza-cola, cola-cola, que son consideradas anormales, relacionadas a factores
de inmunidad.

*Concentracion, cantidad de espermatozoides presentes en la muestra. la concentracion

normal se considera mayor de 20 millones de células por mililitro.
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*Viabilidad.- Es la cantidad de espermatozoides vivos que se encuentran en el
eyaculado.

*Movilidad y tipo de movilidad, es la cantidad de células que presentan movilidad, que
puede ser de cuatro tipos:

a) movilidad progresiva rapida
b) movilidad progresiva lenta
¢) movilidad no progresiva

d) inmovilidad

*Concentracion de otros tipos celulares. En el eyaculado se encuentran ademas de los
espermatozoides, elementos como células del epitelio, detritus celulares, células
espermaticas inmaduras y leucocitos, estos ltimos indicadores de la presencia de
infecciones.

-Si es normozoospérmica, el resto de la muestra es separada del semen y de los otros
elementos celulares presentes en la muestra, y a continuacion se resuspende en reactivo
de Camnoy; posteriormente se realizan 3 preparaciones de cada muestra, con el objeto de
revisar la homogeneidad de la muestra y como control de calidad, A continuacion se
elimina el exceso de reactivo de cada preparacion, y se deja secar a temperatura
ambiente por una noche. En seguida se observan al microscopio para revisar
homogeneidad y se tifien con reactivo de quinacrina, dando una tonalidad fluorescente
al cromosoma Y cuando esta presente, una vez tefiidas, se realiza un conteo de 100
células, y se registran las proporciones de células que contienen el punto fluorescente
del cromosoma Y, o aquellas que no lo tienen, son reconocidas como cromosoma X

como se observa en la siguiente figura.
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Figura 2.1 Microfotografia de una preparacion de quinacrina donde se muestran los
espermatozoides con cromosoma Y (punto central fluorescente) y los cromosomas X.
Microscopia de fluorescencia 40X

Por ultimo, se registran estas proporciones para su posterior analisis.

Frotis por triplicado
{control de calidad) | |

" - — )
0 . on en Lavado y secado ' [
] MIGIoICopio Conteo | |
| muestra homogenea H en cetular |
tincion en quinacrina | obscuridad

J

Conteo 100 células |
determinacién dela |  Andlisis Estadistico
proporcién X, Y

Figura 2.2 Diagrama de flujo que muestra el proceso de preparacion identificacion y
conteo de los espermatozoides X 0 Y



Debido a posibles fallas en el desarrollo de las técnicas, tanto en la metodologia, en
los reactivos, y ain los errores de los técnicos que las implementan, se debe tener
siempre el respaldo de alguna herramienta que permita monitorear ¢l desarrollo de la
técnica principal. En este caso particular se basa en un tipo celular que presenta los
cromosormnas sexuates v que son faciles de mamipular, dado que las celulas sanguineas
presentan varias ventajas sobre otras células que se podrian utilizar, la mas unportante
es que existen numerosos esiudios que demuestran su fiabilidad para responder a la
técnica utilizada. En este caso la aplicacion de la técnica sobre las células sanguineas
tiene dos propositos principales. Primero se utilizaron como control positivo ¥
negativo; y segundo, como contro! de calidad para los reactivos y la técnica. El
procedimiento para controles positivos y negativos inicia con la extraccion de sangre
periférica a voluntarios masculinos y femeninos, se toman 5 ml de sangre y s¢ le
adiciona EDTA (anticoagulante) y 5 ml de buffer de lisis con ¢l objeto de eliminar los
tipos celulares que no son de utilidad. A continuacion, son separados por medio de la
técnica de monogradiente Ficoll-Histopage, se centrifuga la muestra y el precipitado se
resuspende y fija con reactivo de Camoy. los siguientes pasos son los inismos que en la

técnica utilizada en los espermatozoides.
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—CONTROLES
Muestra de
sangre periférica, $ ml sangre + Monogradiente
voluntarios — | EDTA +5 ml de — Ficoll-Histopage
masculinos y buffer de lisis
femeninos
Incubacién Lavado y secado Centrifuga'lf:ién y
n rna +—! tincién con +- re-suspension en
quinacrina reactivo de carnoy
|
. Conteo de 100
F“’t“ por || células, —Y Analisis
triplicado identificacion de estadistico
proporcion X e Y

Figura 2.3 Diagrama que muestra el orden seguido en la metodologia para la
prepmcién, ideqtiﬁcacién y conteo de las células sanguineas utilizadas como controles
positivos y negativos

Aspectos organizativos

Con respecto al personal presente en el laboratorio se debe considerar que en cierta
forma la organizacion puede parecer un poco diferente, sin embargo en generai cumple
con las metas y objetivos para la que esta planeada: El jefe o encargado de la
investigacion es por lo general un investigador con doctorado (Ph D.) con uno o varios
posdoctorales, y bajo su responsabilidad, se encuentran tanto estudiantes de maestria o
bien de doctorado. Estudiantes, tesistas y prestadores de servicio social se encuentran
bajo la direccion de los estudiantes de maestria y doctorado, como apoyo se encuentran
los técnicos académicos, y personal asociado como posdoctorales o bien estudiantes

invitados, ya sea como colaboracion o bien como intercambio académico. Ademas se
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tiene al personal secretarial y el de intendencia, en el caso del presente trabajo se cuenta

con la siguiente organizacion:

ORGANIZACION
Jefe de proyecto
Dr. Investigador
Fre—=—= - LR e TR R etk e ————— .
| , ¢ T )
Estudiante de Estudiante de Técnico Estudiante de
doctorado, maestria, démi pecializacion, Personal Personal de
determinacion | analisis I apoyo alisi I  secretarial [ intendencia
deXoY seminal estadistico (CC)
T v T v T
: ! : : ; .
1 1 1
: ! i . : !
1 1 , !
Tesista de Prestador de ! : ! h
licenciatura servicio social 1 1 | |
; i [ !
1 1 | :
. i ! 1 ! i
' : ' ! : !
| : ' 1 X .
! 1 : : \ 1
1
] ) ' 1 ! '
A - ————--- - 0 [ e - J

Figura 2.4 Muestra la estructura organizacional del laboratorio de andrologia.
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Instalaciones

Las caracteristicas de un laboratorio de investigacion, obligan a considerar los variados
objetivos que presenta, como son el generar conocimiento, y brindar servicios a la
sociedad como lugar de aprendizaje.

Existe un gran niimero de areas en la investigacion, por lo que cada una debe tener su
estructura particular. En el laboratorio de Andrologia se deben tener instalaciones en
donde, ante todo se debe mantener la bioseguridad, ya que se trabaja con materiales
potencialmente infecciosos y de facil contaminacién, por lo que la esterilidad es de
suma importancia asi como cuidar que los desechos generados sean canalizados de
manera adecuada de acuerdo a la norma NOM-087-ECOL-1995, “Separacion,
envasado, almacenamiento, recoleccion, transporte, tratamiento y disposicion final de
los restduos peligrosos bioldgico-infecciosos.”

Para mantener los requerimientos de esterilidad se utiliza una campana de flujo laminar
que permite trabajar en un ambiente libre de contaminantes, donde se pueden manipular
tanto medios de cultivo, como células y es donde se realiza la manipulacion de la
muestra, tanto la espermatobioscopia inicial como posteriormente la separacion de los

espermatozoides del semen.

Campana de flujo laminar.
Son utilizadas en técnicas que requieren controlar la contaminacién microbiolégica

proporcionando aire estéril y un flujo que permite el trabajo sin perturbaciones.



Caracteristicas;

Cuerpo de acero inoxidable, base de acero esmaltado, lampara UV (luz ultravioleta), luz
fluorescente y filtro absoluto (HEPA pureza 99.97 a 99.999%) utilizado, que garantiza
la retencion de particulas de 0-3 pm en adelante,

Cumple su funcidn a través de dos mecanismos:

1. Retencion de particulas mediante filtracion.
2. Emision de un flyjo de aire moderado y uniforme de tal manera que adquiere la
forma de los objetos colocados en el drea de trabajo, evitando el contacto con

otras corrientes de aire.

Figura 3.1 Vista esquematica de una campana de flujo laminar: 1) Rejilla y elemento

filtrante; 2} Pantalla de acrilico; 3) Area de trabajo.



Figura 3.2 Campana de Flujo Laminar Novatec modelo CFLH180

Microscopio Optico

El segundo aparato en importancia es el microscopio Optico que permite evaluar la
muestra durante la espermatobioscopia para diagnosticar si la muestra es viable para el
estudio.

El microscopio es basicamente un tubo cilindrico que aloja el sistema 6ptico
ocular/objetivo. Una platina de original disefio permite observar las preparaciones, que
son iluminadas por un espejo céncavo que concentra la luz sobre el objeto a estudiar.
Una barra-guia, solidaria con un limbo dentado, permite que tubo, portaobjetos y espejo
puedan deslizarse a lo largo de ella con el fin de facilitar los ajustes opticos necesarios.
El enfoque se realiza desplazando el tubo mediante un mecanismo de cremallera. La
inclinacion del microscopio se logra mediante un mecanismo de pifion que hace girar el

limbo.



- Microscopio Optice

Figura 3.3 Vista esquematica de un microscopio optico con sus principales
componentes: 1) ocular; 2) mecanismo de cremallera; 3) pifion de mando de inclinacion;

4) objetivo; 5) mando de enfoque; 6) platina; 7) fuente de luz; 8) barra guia.

Figura 3.4 Microscopios dpticos UNICO modelos 9460 y $600.



Centrifuga clinica

La centrifuga clinica se usa para separar las células espermaticas del fluido seminal y
de los otros elementos presentes en el semen. El aparato consiste de un motor que al
girar transmite €l movimiento a un carrusel que a su vez hace girar los tubos de ensaye

y separa las fases a través de la fuerza centrifuga generada.

Centrifuga Clinica

O _ ]

Figura 3.5 Vista esquematica de una centrifuga clinica con sus principales partes:
1) tapa protectora; 2) camisa; 3) carrousell, 4) cuerpo de la centrifuga; 5) motor; 6)

control de velocidad; 7) control de tiempo.
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Fig. 3.6 Centrifuga refrigerada Beckman JA.21

Incubadora de bioxido de carbono (CO; )

La incubadora de CO,, permite trabajar, almacenar y mantener las muestras y los
medios de cultivo bajo condiciones controladas de temperatura y flujo de gases.

El aparato funciona por medio de resistencias que generan calor y un sistema de
administracion de CO, y agua, una computadora regula la temperatura. el flujo del gas y

agua programados previamente de acuerdo al tipo de cuitivo especifico.
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Figura 3.7 Vista esquematica de una incubadora de CO, que muestra sus principales
partes: 1) puerta principal; 2) puerta de cristal de seguridad; 3) entreparios interiores; 4)
resistencia; 5) toma de corriente; 6) display digital; 7) controles; 8) toma de CO;; 9)

toma de agua (H,0).

Fig. 3.8 Incubadora de CO, marca Therm 06056 mod. 1-53325 utilizada en Ia

investigacion.
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Microscopio de fluorescencia.

El microscopio es utilizado para, una vez realizado el procedimiento de tincién,
identificar los espermatozoides X de los Y en la muestra.

El microscopio de fluorescencia mantiene el fundamento de un microscopio optico, sin
embargo la luz generada es especifica pues la muestra es tratada con reactivos que al

contacto con este tipo especifico de luz, fluorescen.

Fig. 3.9 Microscopio de fluorescencia Nikon modelo Eclipse-600 utilizado en la

investigacion.

Campana de extraccion.

Durante la tincion de la muestra, por lo general se utilizan reactivos volatiles y
potencialmente toxicos, por lo que se necesita una campana que extrae los vapores y
olores y los neutraliza, evitando cualquier tipo de intoxicacion al personal, o bien de

mezclas de vapores que puedan representar algun tipo de peligro.



La campana de extraccion de humos y vapores toxicos sirve para manejar €n un

ambiente aislado y controlado, aquelios productos volatiles peligrosos.

Fig. 3.10 Campana de extraccion de vapores Novatec mod. CE 180-BA

El sistema de extraccion provoca un vacio, ya que se coloca al final de un tubo
conductor, permitiendo un flujo positivo y evitando al maximo las turbulencias, los
sistemas de gases que empujan en lugar de succionar los gases. Su operacion debe ser
facil y silenciosa.

- Construida totalmente de acero inoxidable y puerta de tipo guillotina con vidrio de
seguridad.

Consta de: gabinete base, campana (la cual puede sustituirse sola para colocarse en otro
mueble).

Fabricada con medidas exteriores de 180 x 120 x 65 cm, en acero inoxidable calibre 22
en su cuerpo y calibre 18 en el fondo de trabajo, ambos en aleacion 304, debe tener
turbina de tiro forzado para eficientizar la extraccion y cristal a prueba de impactos que

cumple con la norma 2.2 NOM-009-STPS-1993, “Condiciones de seguridad e higiene
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para el almacenamiento, transporte y manejo de sustancias corrosivas, irritantes y
toxicas en los centros de trabajo™

Especificaciones:

-Nivel de ruido minimo de 30 a 42 db

- Vibracion: imperceptible

- Voltaje: 120 volts

- Intensidad de corriente: 2 amperes

- Potencia: 200 watts

Potencidémetro.

El medidor de pH permite controlar la acidez de los reactivos y ademas registra la
acidez o basicidad de la muestra seminal, que en muchos casos ;35 indicativo de
anormalidades.

El aparato determina el pH, midiendo el voltaje generado ( en milivolts ) por un
electrodo de vidrio que es sensible a la actividad del i6n H+ , y es comparado contra un
electrodo de referencia, que genera un voltaje constante e independiente del pH. El
electrodo de referencia que se utiliza es el de calomel saturado con cloruro de potasio, el
cual sirve como puente salino que permite el paso de los milivolts generados hacia al
circuito de medicion.

La cadena electroquimica de este sistema de medicion es :

Hg / Hg,Cl,-Sol Sat KCI // Vidrio/HCI 0. 1N/Ag-AgCl



Potenciometro

Referencia Medicion

1— o L
—
3 4
5§ —n
Electrodo de calomel Electrodo de vidro
saturado

Fig. 3.11 Vista esquematica de los electrodos de un potencidmetro y las partes que los
componen. Electrodo de referencia: 1) alambre de platino: 2) tubo de relieno; 3)
mezcla Hg-Hg 2Cl »; 4) solucion saturada de KCl; 5) lamina de vidrio; 6) fibra de

asbesto; Electrodo de medicion: 7) Ag-AgCl; 8) membrana de vidrio.

Fig. 3.12 Medidor de pH EUTEC Cyberscan pH 500
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Caracteristicas principales:

Escala normal: 0-14 unidades de pH
Division de escala: 0.1 unidades de pH
Exactitud: +/- 0.05 unidades de pH
Intervalo en ° C: 0-100

Division de escala ®° C: 2

Material de rutina

Entre el material de uso cotidiano se considera a las pipetas estériles desechables, cubre-
objetos, porta-objetos, lamparas de alcohol o gas, tubos de ensaye, tubos de
transferencia, los frascos de toma de muestra, jeringas desechables, tubos para micro-
centrifuga, camaras especiales de conteo, como la de Neubauer o Mackler, guantes
estériles desechables, para evitar contaminacion, asi como cubrebocas, batas, y los
medios de cultivo, entre ellos el Medio Ham F-10 y Chang, o bien los reactivos

utilizados en las técnicas como la solucion salina fisiologica, el reactivo de Quinacrina

y Camoy.
Material de laboratorio de rutina
TR kil

| 20025 me? | '
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Fig. 3.13 Vistas esquematicas de algunos de los materiales usados en la rutina del laboratorio: 1) tubo
Eppendorf para micro-centrifuga; 2) Frasco para toma de muestra;, 3) Tubo para manejo de muestra
desechable, 4) Portaobjetos; 5) Camara de Neubauer, 6) Jeringa desechable; 7) Pipeta Pasteur desechable;
8) Tubo de transferencia de cristal.
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Anilisis de resultados.

Tabla de resultados de las principales caracteristicas del analisis seminal, asi como de los

porcentajes de espermatozoides portadores de cromosomas X e Y de los 100 pacientes

voluntarios seleccionados para el estudio, en las columnas se observa progresivamente: el

nimero del paciente, la concentracion de espermatozoides en millones de células por

mililitro de muestra, el porcentaje de células vivas, el porcentaje de Ia movilidad general, y

el porcentaje de la movilidad tipo A o progresiva rapida, asi como cada una de las tres

repetictones realizadas para cuantificar el porcentaje de células con cromosomas X o Y.
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RESULTADOS

Paciente [ Concen- | Viabilidad | Mowilidad | M. Tipo |Lectura Lectura Lectura [ 4orfolo-

tracidn Geal. A 1 2 3 gla
numero | Millones/ (%) (%) (%) |Cromoso [Crom. |Com.X2|Crom. [Crom |Crom. |Normal

ml ma. X1 |Y1 Y2 X3 Y3
1 260 85 30 85 56 44 53 47 50 50 35
2 63 90 60 50 54 46 49 51 50 50 40
3 734 85 40 20 57 43 53 47 48 51 44
4 48.5 93 78 70 57 43 50 50 50 50 35
5 238.25 |94 70 53 55 45 53 47 52 48 33
6 1190.8 |85 85 80 55 45 54 46 50 50 42
7 307 95 95 93 50 50 49 51 52 48 50
8 468 95 75 60 52 48 50 50 49 51 42
9 29395 |70 50 15 43 57 46 54 49 51 38
10 142 90 80 75 50 50 48 52 53 47 35
11 57 g6 95 80 52 48 50 50 47 53 36
12 600 95 60 45 56 44 50 50 45 55 41
13 219 80 80 70 52 48 58 44 50 50 43
14 844.25 |90 a5 a0 48 52 50 50 49 51 32
15 305.25 |95 95 90 53 47 56 44 50 50 33
16 96 95 85 70 52 48 50 50 47 53 40
17 1056 |93 70 35 58 42 53 47 55 45 41
18 62 95 90 85 52 48 50 50 51 49 44
19 8736 |85 95 93 50 50 49 51 51 49 53
20 300.8 |95 85 70 57 43 56 44 55 45 51
21 1325 |95 80 55 49 51 51 49 47 53 33
22 423.9 |95 95 93 50 50 49 51 53 47 32
23 110.75 |95 70 60 48 52 53 47 49 51 33
24 88.5 S0 85 80 57 43 53 47 51 49 36
25 350 90 ) 75 57 43 54 46 53 47 [3s
26 45 a5 75 70 57 43 53 47 52 48 |28




27~ F
28 30 90 70 70 50 50 153 47 49 51 35
29 4165 (90 [95 80 52 48 49 51 50 50 38
30°

31 *

32 143 90 85 38 47 53 48 52 50 50 32
33 222 90 g5 90 52 48 50 50 49 51 36
34 82 95 95 a0 54 46 50 50 52 43 38
35 152 80 80 50 48 52 50 50 49 51 42
36 957 |93 a5 30 56 44 53 47 51 49 33
37 50 85 43 38 58 42 54 46 50 50 52
38 250 85 10 8 54 46 50 50 52 48 36
39 350 95 95 93 48 52 49 51 48 52 38
40 3825 [s0 95 92 58 42 50 50 54 46 36
41 307.45 |80 70 50 44 56 49 51 51 49 39
42 233.4 |85 a5 80 52 48 50 50 56 44 52
43 418 80 70 65 54 46 50 50 55 45 33
44 152.25 |85 85 82 46 54 48 52 a7 53 39
45 143 80 40 50 50 50 53 47 51 49 34
46 985 |80 70 50 47 53 48 52 50 50 37
47 295 85 85 80 44 56 46 54 49 51 38
48 2415 |35 85 80 52 48 50 50 49 51 31
49 517.7 [85 30 80 56 44 55 45 53 47 33
50 435 80 85 90 53 47 50 50 51 49 53
51 63 90 80 50 48 54 44 58 50 50 51
52 485 (93 78 70 84 16 83 17 80 20 50
53 142 90 80 75 86 14 89 11 85 15 46
54 57 96 95 80 72 28 77 23 75 25 35
55 %6 95 85 70 84 16 80 20 86 14 37
56 1056 |93 70 35 74 26 71 29 77 23 50
57 82 95 90 85 72 28 70 30 74 26 47
58 132.5 |95 80 55 96 4 50 10 93 7 45
59 110.75 |95 70 60 88 32 74 26 70 30 40
60 895 |90 85 80 63 37 65 35 66 34 46
61 45 95 75 70 61 39 85 35 63 37 35
62 30 90 70 70 56 34 85 35 83 37 38
63 143 0 85 38 60 40 63 37 68 32 30
64 82 95 95 90 60 40 64 36 66 34 33
85 152 30 80 50 71 29 73 27 75 25 40
86 957 |93 95 30 69 31 70 30 73 27 41
67 50 85 43 38 79 21 80 20 76 24 35
68 152.25 |85 85 82 61 39 63 37 65 35 50
69 143 80 40 50 70 30 70 30 73 27 39
70 98.5 |80 70 50 78 22 79 21 75 25 43
71 1932 |90 g5 a3 88 14 83 17 80 20 46
72 116 80 85 &0 74 26 70 30 75 25 44
73 119.43 |85 95 90 72 28 70 30 73 27 46
74 182 85 30 a5 85 35 86 24 70 30 44
75 117 85 97 95 72 28 70 30 74 26 45
76 146 85 95 90 70 30 65 35 72 28 49
77 68 2 a3 78 80 a0 66 34 83 37 48
78 116.6 |98 95 93 72 28 70 30 79 21 33
79 27 90 80 70 59 31 70 30 74 26 37
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80 169.28 |85 85 75 78 2 |6 |24 72 28 38
81 1555 |85 30 85 88 12 80 20 83 17 31
82 67 90 0 85 12 B8 K 89 15 85 34
83 100 |90 70 50 37 63 35 65 40 60 40
84 93 95 78 65 2 78 21 75 25 75 41
85 88.5 |75 90 80 30 70 31 69 32 68 4%
88 160 |95 95 30 3 95 T 93 10 50 3
87 168 |85 68 53 14 86 11 89 15 85 39
88 918 |% 85 80 30 70 3 69 27 73 40
a9 92 |e0 45 33 % ) 80 20 a3 7 50
90 1475 |90 30 85 30 10 89 11 55 5 53
91 166 |95 95 93 10 90 15 85 8 92 52
92 68.4 |97 43 35 55 45 53 47 a7 53 39
93 58.3 |30 56 80 97 3 95 5 30 10 34
94 796 |86 68 50 56 a4 46 54 a5 55 54
g5 56 75 70 5 55 45 53 a7 50 50 50
% 69 78 60 50 56 44 43 51 57 43 38
97 449 |80 65 60 55 45 42 58 50 50 44
98 66.93 |78 70 56 a4 56 51 49 48 52 6
99 668 |90 80 73 68 32 70 30 72 28 30
100|587 |78 70 50 22 78 20 80 30 70 45

Figura 4.1 Tabla de resultados. Los valores mostados fueron seleccionados en base a los

criterios de la Organizacién Mundial de Salud para evaluacion seminal (WIIO, 2000).

Nota: Los resultados de los sujetos marcados * fueron excluidos del estudio por no cumplir

con las caracteristicas para muestras normales.




Metodologias Alternativas
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Las metodologias desarrolladas para el presente trabajo fueron seleccionadas en base al

material y reactivos disponibles, la confiabilidad al implementar las técnicas y la

necesidad de personal especializado. Sin embargo, existen otras metodologias

disponibles; En el caso del analisis de semen, en la actualidad se utilizan principalmente

métodos automatizados como los sistemas CASA (Computer Aided Semen Assesment)

de Hamilton-Thorue que consiste en un analizador de imagenes conectado a una

computadora, que analiza las imigenes y nos da los principales paramerros del semen.

Esto significa un proceso rapido y totalmente automatico, sin embargo existe la

posibilidad de error debido-principaimente a que puede haber “falsos positivos” al ser

tomadas como espermatozoides células que no lo son pero que tienen las mismas

medidas o la misma forma que las células seminales; ademas de su alto costo y lo que

significa la dependencia tecnoldgica de las computadoras (tabla 4.2).

Analisis seminal

Técrica aternative 1 | Técnica siernativa 2 | Propuesta
Analisis de seman
Analisis de senen de manera manual | Analisis automatizaco, por medio | Andlisis de semen de menera
por criterios no de OMS. g8 un sistama computarizedo y manual por crierios de la OMS.
un analizador de imegenes
(sistema CASA).

Ventajas: se toman en cuenta pocos

Ventalas, Apegado a [0S

Ventsjas: Apegado a los

criterios, es répido de reakzer, se esténdares fiados por ia OMS, estandares tiados por la OMS,
RBCBSTan pOCOS recursos y eqUIp0 Y | répido, tacl de usar, y con un uutiizando un sistesna de
personal. busn porcentajs de confiebitdad. calidad, accesible con respedio
& nstelaciones, equipo y
presupuesia.
Desventajas: En algunos casos jos Desventsias: Equipo de precio Desventajas: Es en algunas
resultadas son subjetivos, las muy elevado, dependiente de técrecas lerto, y la confisbiided
écricas estan tuera de uso o bien mantenkmierto y calbraciin depende de la preparacion y
han sido modificadas. adecuado expenencia del personal.

Tabla 4.2 Comparativo de las técnicas utilizadas en el analisis seminal v otras

metodologias existentes, sus ventajas y desventajas.




En el caso de la identificacion y cuantificacion de Jos cromosomas X e Y existen dos
tipos principales de metodologias desarrolladas o bien modificadas. A saber, la
Citometria de Flujo y ta Hibridacidn in sivu Fluorescente (FISH).

La citometria de flujo consiste en le andlisis de células en suspension que interfieren de
forma individual con una fuente de luz La interseccion de cada célula con una luz laser
provoca la emision de una serte de sefiales luminosas que permite diferenciar
poblaciones celulares dentro de una muestra analizada por su tamafio relativo, por sus
granulaciones o bien por su reactividad con fluorocromos.

La técnica de FISH es de alguna manera el perfecciopamiento de la técnica de
microscopia de fluorescencia, y es el resultado de la combinacion tecnologica de
fluorocromos altamente eficientes, microscopia laser confocal (un sistema por el cual
los objetos microscopicos son explorados en sucesivos planos bidimensionales mediante
un laser, los cuales despues se recomponen en forma digital grafica tridimensional) y
procesamiento digital de imagenes. Este conjunto permite observar al mismo tiempo
diferentes segmentos cromosomicos en distintos colores.

Estas metodologias son altamente eficientes, sin embargo por su tecnotogia, alto costo y
la necestdad de tener personal especializado, es en pocos lugares donde se puede tener
acceso a ellos.

Para realizar el presente estudio ¢ identificar Jas estructuras cromosomicas y
compararlas entre las que tienen el cromosoma X del Y, la técnica de fluorescencia por
Quinacrina resultd ser un método confiable, sencillo, eficiente y comparativamente de
bajo costo; ademas de no requerir de tecnologia tan elevada ni de personal tan

especiatizado como las otras técnicas (tabla 4.3).
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Determinacion y cuantificacion de X o Y

Técnica aternativa 1 | Técnica afterrmativa 2 | Propuesta
D Tt deXaVvY
Hibridaci6n In situ Fluorascents (FISH) | Citometria ds fhio Métoda de Fluorescencia pera

la identificacion de los
cromosomas saxuales X oY,

Vertgjas: Es la evolucion v Vertafas: Técnica atamernte Ventajas: Relativamente
perfeccionamiento do la téchica de | aficiarts debido principaiments af | econdmico, confleble y féch
fhuorascencia, pero asistida por enupo wiizada, &f cusl trabsja de impiementar.

equipo atemente especiatzado y por medio de rayo laser.

compiejo, realizado de menera

autamética y sficiente.

Cesventalas: Equipo de costo muy Desventajas: Al lgual qus &l FISH, Desvertajas: Dependierts da
elavado, ademas de la necssidad de | liene un atto costo y §8 nacests 1a buena preparacion de los
personal akamente calificado, personal entrenado reaclivas y de la capacitad
especificaments. ded téenico que analiza.
Necesidad de montar también

Tabla 4.3 Comparativo de las técnicas utilizadas en la determinacion y cuantificacién de cromosomas X o
Y, y otras metodologias existentes, sus ventajas y desventajas

Con respecto al analisis de semen, los procedimientos realizados por la computadora
estan basados en los métodos realizados por un técnico, por lo que la unica diferencia
podria radicar en [a interpretacion de los resultados, es decir en los conteos y en las
cuantificaciones de viabilidad de las movilidades espermaricas, sin embargo en estudios
realizados no se han encontrado diferencias significativas entre la computadora y un

técnico bien capacitado con un sistema de control.
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Aplicacién de las herramientas del control de la calidad.
Las diferentes facetas de un mismo proceso generan una gran cantidad de datos, y
cuando éste, es un proceso productivo, estos datos se vuelven importantes, debido a que
cuando ocurren desviaciones, o bien, el producto final presenta defectos o esta fuera de
especificaciones, los datos de los procesos parciales pueden ser de utilidad para
descubrir y obviamente corregir las fallas,
El control de calidad es el mds importante sistema para controlar los procesos de
produccién, y a su vez el control estadistico de procesos mas importante que nos
permite analizar esos datos, y presentarlos de manera que podamos observar claramente
el proceso y atn predecir a futuro, con la consabida posibilidad de solucionar los
problemas que se puedan presentar.
Los métodos estadisticos ayudan a comprender los procesos, a controlarlos y luego
mejorarlos, y asi evitar que se pierda tiempo solucionando problemas en vez de mejorar
el sistema. Lo gue los métodos estadisticos hacen es sefalar la presencia de causas
especiales.

En el control de calidad existen en principio siete herramientas estadisticas utiles para
resoiver problemas de calidad en los procesos productivos y son:

Diagrama de causa y efecto: También conocido como espina de pescado por su forma,
o diagrama de Ishikawa, en honor a Kaoru Ishikawa, se usan junto con una tempestad
de ideas a fin de evaluar los factores que puedan influir en determinada situacion. Es
una situacidn, condicién, o evento deseable o no deseable producido por un sistema de
causas.

Las causas menores con frecuencia estin agrupadas alrededor de cuatro categorias

basicas: materiales, métodos, mano de obra y maquinana.
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1.- El proceso mismo de creacién es educativo. Pone en marcha una discusion y los
unos aptenden de los otros.
2.- Le ayuda al grupo a concentrarse en el tema que esta en discusion, reduciendo las
quejas y las discusiones que no vienen al caso.
3.- Da por resultado una bisqueda activa'de ta causa.
4 - Con frecuencia deben recopilarse datos.
5.- Pone de manifiesto el nivel de entendimiento. Cuanto mas complejo sea el diagrama,
tanto mas especializados serdn los trabajadores con respecto al proceso.
Como elaborar un diagrama de causa y efecto:

1.Definir claramente el efecto o sinfoma cuyas causas han de identificarse.
2.Encuadrar el efecto a la derecha y dibujar una linea gruesa central apuntandole.
3.Usar lluvia de ideas (Brainstorming) o un enfoque racional para identificar las
posibles causas.
4 Distribuir y unir las causas principales a la recta central mediante lineas de 70°.
5.Afiadir subcausas a las causas principales a lo largo de las lineas inclinadas.
6.Descender de nivel hasta llegar a las causas raiz (fuente original del problema)
7.Comprobar la validez ldgica de la cadena causal.
8.Comprobacion de integridad: ramas principales con, ostensiblemente, mas o menos

causas que las demas o con menor detalle.
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Figura 4.4 Diagrama causa y efecto para analizar la confiabilidad y reproducibilidad de

resultados

El diagrama de causa y efecto, como se menciono anteriormente, nos ayuda a tdentificar
y categonizar las situaciones que pudieran afectar el objetivo final de una actividad;
especificamente, los objetivos finales son la confiabilidad y reproducibilidad de los
resultados a obtener y que para lograr dichos objetivos, existen tres aspectos principales
que engloban las posibles variables que se deberan controlar: el cultural de la
investigacion, el estructural y el de organizacién.

El aspecto cultural, es el que contempla el panorama general del proyecto, esto es, tos
objetivos de la investigacion, la importancia y proyeccién ademas de la reglamentacién
a seguir, pardmetros éticos e institucionales que se deben acatar; por otra parte el

sistema de comunicacién que se adopte debe incluir la difusion del propio proyecto de
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investigacion entre los miembros del equipo, asi como formas de comunicacién internas
eficientes.

Aspecto estructural: el cual contiene el analisis de las metodologias a seguir, asi como la
asignacidn de.las funciones y.un analisis.de.las expetiencias.que enriquezcan el proceso.
Con respecto 2l analisis de las técnicas, se deben analizar las mas adecuadas de acuerdo
a los factores determinantes como son objetivos, presupuesto, instalactones, equipo y
personal de que se dispone. La asignacion de funciones adecuada, permite la eficiencia
del proceso, ademas se deben fortalecer los sisternas de comunicacion para que no
exista atraso o pérdida de informacion. Ademas se tiene que contemplar un analisis de
experiencias tanto internas como externas que enriquezcan y retroalimenten al proyecto
de investigacion.

El aspecto de organizacion implica la capacitacion y mejora continua a traves de
varjables como el desarrollo de habilidades, conciencia del papel en ei proceso de cada
miembro del equipo, liderazgo, asi como la motivacion hacia la superacién personal,
sin olvidar que todo esto se orienta hacia la calidad a través de un sistema de calidad,
que debe ser difundido entre todos [os integrantes del equipo.

Todos los aspectos anteriores son los que se consideran mas importantes para obtener

buenos niveles de confiabilidad y reproducibilidad en los resultados de la investigacién

Dragrama de flujo: E] diagrama de flujo constituye un método extremadamente util para
delinear el orden de las etapas del proceso, para luego trazar en forma grafica como esta
sucediendo en la realidad. Al proceder de esta manera se pueden descubrir de inmediato

fallas tales como la redundancia, la ineficiencija o las malas interpretaciones.
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El diagrama muestra cada uno de los pasos principales de la técnica de manera
secuencial para poder seguir paso a paso el método.

El tener la seguridad de que los resultados son reales motiva para implementar técnicas
que muestran la efectividad de [a metodologia a través de controles positivos y
negativos, esto es, una célula o tejido que reaccione especificamente a la técnica y que
presente un resultado ya previsto, igual que en el anterior diagrama, muestra paso a paso
la metodologia utilizada.

Cémo elaborar un diagrama de flujo:

[.Discutir la utilizacton del diagrama de flujo.

2.Decidir sobre el resultado de 12 sesién.

3.Definir los limites del proceso, identificando el primer y ltimo paso necesarios.
4.Documentar cada paso en forma secuencial.

5.En puntos de decision o bifurcacién, escoger una rama.

6.Seguimiento del proceso desconocido, tomar nota y continuar.

7 Repetir los pasos 4, 5 y 6 hasta alcanzar el Gltimo paso del proceso.

8 Retroceder y trazar el diagrama de las otras ramas siguiendo el mismo proceso.
9.Revisar completamente sin omitir pequenos bucies o casos especiales.

10.Decidir como rellenar aquellas partes del proceso que no son bien conocidas.

11.Analizar el diagrama una vez seguros de que el diagrama esta completo.
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’_ Diagrama de la metodologia utilizada
‘ JR—
I ASTENOZOOSPERMIA

‘ TERATOZOOSPERNIA

OLIGOZCOSYERMIA | _._.. ... | DESECHQ DE RESIDUOS
BIOLOQCG-INFECCTO -
e

— CHICA DB
—( qmucxan
SEPARACION DE LINFO .
SANGRE CTIOS POLMORFONU-
CLEARES (PMN)

CCRRECCIONES
i

Figura 4.5 Diagrama de flujo seguido en cuanto a la metodologia para la determinacion
de las caracteristicas de la muestra, la determinacion y conteo de los espermatozoides

con cromosoma X o Y, asi como de los controles sanguineos.

Se puede observar que la muestra comprende la muestra sanguinea (para determinar los
controles), asi como la muestra de semen la cual es sometida a espermatobioscopia para
saber Jas caracteristicas seminales, si es normal sigue el proceso, si 1o, la muestra es
desechada. En el caso de la sangre, es separada en sus componentes (precipitado y
sobrenadante) por centrifugacion, el sobrenadante es el que contiene los leucocitos
polimorfonucleares (PMN) que son los elementos celulares que serdn sometidos a la
prueba. Posteriormente, el suero y el semen son sometidos & la técnica de quinacrina, de
la cual se obtienen las preparaciones para ser observadas al microscopio de

fluorescencia v determinar los porcentajes de células con cromosoma X o Y en el caso
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del semen y el suero es utilizado como control positivo y negativo (dependiendo del
sexo del donador).

Los resultados de las muestras seminales son registrados (tabla 4.1), para su posterior
analisis. Una vez analizados, se plantean observaciones v recomendaciones, y si éstas

incluyen la metodologia, retroalimentaran el proceso.

Histograma (diagramas de distribucién de frecuencias): Es un resumen gréfico de la
variacion de un conjunto de datos. La naturaleza grafica del histograma permite ver
pautas que son dificiles de observar en una simple tabla numérica. Esia herramienta se
utiliza especialmente en la comprobacion de teorias y pruebas de validez. El error mas
comin consiste en no utilizar la herramienta porque se supone que los miembros del
equipo conocen ya todo lo que necesitan o se piensa que un simpte indice numérico

puede proporcionar un resumen adecuado de los datos.

Cdmo interpretar los histogramas:

Sabemos que los valores varian en todo conjunto de datos. Esta variacién sigue cierta
panta. El proposito del analisis de un histograma es, por un lado, identificar y clasificar
la pauta de variacidn, y por otro desarrollar una explicacion razonable y relevante de la
pauta. La explicacién debe basarse en los conocimientos del equipo y en la observacion
de las situaciones especificas y debe ser confirmada mediante un andlisis adicional. Las
pautas habituales de variacion mas comunes son la distribucién en campana, con dos
picos, plana, en peine, sesgada, truncada, con un pico aislado, o con un pico en el

extremo.
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Como elaborar un histograma:

1.Determinar el valor maximo, el minimo y el rango.

2.Establecer el nimero de intervalos.

3.Calcular la amplitud aproximada de los intervatos.

4 Redondear la amplitud de los intervalos a un nimero.conveniente.
5.Construir los intervalos anotando sus limites.

6.Totalizar los datos que caen en cada intervalo.

7.Dibujar y rotular el ¢je horizontal.

8.Dibujar y rotular el eje vertical.

9.Dibujar las barras para representar ¢l namero de datos en cada intervalo.
10.Titular el grafico; indicar el nimero de datos totales.

1 1.dentificar y clasificar la pauta de variacion.

12.Desarrollar una expticacion para esa pauta.

j Histograma de frecusncias pars el cromosoms X |

Frecuencia

| 0.9 10..19 20..29 30..39 40.49 50..59 60..69 70.79 80..89 90..99 |
5 Intervato de clage |
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Histograma de frecuencias para cromosoma Y —‘

30

25 4

20

Frecuencla

16 4

] e

0...9 10...19 20...29 30...39 40...49 50,,.59 80...69 70...79 80...B9 D0...99
Intervalo de clase 1

Figura 4.7 Histograma de frecuencia para el cromosoma Y

Los histogramas de frecuencias muestran con claridad (figura 4.6), de acuerdo a los
resultados de las cuantificaciones de proporciones de cromosomas X (tabla 4.1) que de
la poblacién de 100 pacientes, la gran mayoria de los resultados estan entre et 50 y el
60%, mientras que las proporciones de cromosoma Y estan entre el 40 y el 50% (figura

4.7), lo que muestra una probabilidad mayor de concebir mujeres sobre los varones.

Diagrama de dispersion (correlacion)

Es una representacion grafica de la relacion entre dos variables, muy utilizada en las
fases de comprobacion de teorias e identificacion de causas raiz y en el disetio de
soluciones y mantenimiento de 10s resultados obtenidos. Tres conceptos especialmente

destacables son que el descubrimiento de las verdaderas relaciones de causa y efecto es
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la clave de la resolucidn eficaz de un problema, que las relaciones de causa y efecto casi
siempre muestran variaciones, y que es mas facil ver la relacion en un diagrama de

dispersion que en una simple tabla de numeros.

Como interpretar un diagrama de dispersion:

El andlisis de un diagrama de dispersion consta de un proceso de cuatro pasos, se
elabora una teoria razonable, se obtienen los pares de valores y se dtbuja el diagrama, se
identifica la pauta de correlacién y se estudian las posibles explicaciones. Las pautas de
correlacion mas comnunes son correlacion fuerte positiva (Y aumenta claramente con X),
correlacion fuerte negativa (Y disminuye claramente con X), correlacion débil positiva
(Y aumenta algo con X), correlacion débil negativa ('Y disminuye algo con X),
correlacion compleja ('Y parece relacionarse con X pero no de un modo lineal) y
correlacién nula (no hay relacion entre X e Y). Errores comunes son no saber limitar el
rango de los datos y el campo de operacion del proceso, perder la vision grifica al

sintetizarlo todo en resiimenes numéricos, etc.

Cémo elaborar un diagrama de dispersion:

|.Obtener tabla de pares de valores con valores maximos y minimos de cada vanable.
2.Situar la causa sospechada en el eje horizontal.

3.Dtbujar y rotular los ejes horizontales y verticales.

4.Trazar el area emparejada usando circulos concentricos en pares de datos idénticos.
5.Titular el grafico y rotular.

6.1dentificar y clasificar el modelo de correlacion.

7.Comprabar los posibles fallos en el analisis.



Desviaciones eatandar de valores de |as repeticiones para |
cromosoma X

Desviaslonas eatindar

Figura 4.8 Diagrama de dispersion de las desviaciones estandar de las repeticiones de
las muestras con cromosoma X. que permite observar que tan dispersos se encuentran
los datos.

Desviaciones estandar de valores de las repeticiones para
cromosoma Y
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Figura 4.9 Diagrama de dispersion de las desviaciones estandar de las repeticiones de
las muestras con cromosoma Y, que permite observar que tan dispersos se encuentran
los datos.

50
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Debido a que cada cuanrificacion de las proporciones de cromosomas X e Y son
eventos independientes se obtuvo la desviacion estndar de las tres repeticiones de los
conteos y asi se obtuvieron los valores de los ejemplos de las graficas de dispersion.
Como se mencion6 anteriormente, el diagrama de dispersién nos permite expresar en
forma gréfica la relacion entre dos variables. En el presente caso, se graficaron las
desviaciones estdndar de las repeticiones para cada lectura, con el objeto de observar de
acuerdo al nimero de muestra qué tanta homogeneidad existe entre todas las
mediciones, y como se puede observar en las graficas 4.8 y 4.9 los valores de las
mediciones en las muestras de cromosoma X y cromosoma Y no se observa una gran
dispersion de los valores por lo que se puede mencionar que las repeticiones de cada

muestra presentan poca vagacion entre $i.

Grifica de control: La grafica de control es un método estadistico usado para el estudio
y control de procesos repetitivos. En general las graficas de control son faciles de
emplear, y ciertamente no estin mas alla de la capacidad de la mayoria de los
trabajadores, aunque en ocasiones ain los expertos encuentran que son extremadamente
dificiles de interpretar.

Una grafica de contro] es simplernente una grafica de proceso con limites superiores €
inferiores estadisticamente determinados. trazados a uno u otro lado del promedio del
proceso. El limite superior de control y el limite inferior de control quedan
determinados al permitir que un proceso estable siga su marcha sin que se presenten

causas asignables de variacion.
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Las graficas de control vienen en dos amplias categorias, y su empleo depende de la
naturaleza de los datos. La una es para datos que pueden ser medidos: tongitud,
temperatura, volumen, presion, voltaje y son las graficas de control por variables. La
otra es para datos que no son medibles, y que en muchos casos pueden contarse:
componentes defectuosos, errores tipograficos, articulos mal rotulados y son las graficas
de control por atributos. Las graficas de control muestran como es la variabilidad en
todo el proceso.

Se tiene, con frecuencia la necesidad de usar graficas de control para analizar los
procesos, y de acuerdo a los resultados obtenidos, se procedid a analizar (como en el
caso de los diagramas de dispersion) qué tanto estan dispersos 1os resultados, pero
ademas y en base a una media y desviacion estandar general, la distribucion de los datos
con limites superior e inferior determinados por dos desviaciones estandar (grafica de
Levy-Jennings) que es ¢l tipo de grafica mas utilizado en laboratorio clinico. En los
graficos 4.10 y 4.11 se obtuvieron la media aritmética y la desviacion estandar del
promedio de las tres repeticiones para cada una de las cuantificaciones, ya sea de cétulas
con cromosoma X o de cromosoma Y, valores que fueron indicados en el grafico,
posteriormente se marcaron 2 desviaciones estdndar tanto hacia arriba como hacia
debajo de la media aritmética, y la segunda desviacion estandar se marco como limite
superior o inferior de acuerdo a si esta arriba 0 debajo de la media, y por titimo se
indican todos los valores de las desviaciones estandar de las repeticiones de los datos.
Se observa que para el grafico del cromosoma X todos lo resultados, a excepcién de 5
valores, estan dentro de los limites, y que de éstos, la gran mayoria esta dentro de una

desviacion esténdar. (grafico 4.10).
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En el caso del cromosoma Y, también hay 5 valores fuera de limites, y de los restantes,
y al igual que el caso del cromosoma X, 1a gran mayoria se encuentran dentro del valor

de una deswviacion estandar, (grafico 4.11).

Grifica de control para las desviaciones estandar de las mediciones para cromosoma
X

Desvlaclones estindar

Figura 4.10 Grafica de control de las desviaciones estindar para las repeticiones de las
muestras con cromosoma X, que nos rmuestra que la gran mayoria de dichos valores se

encuentran por debajo de las tres desviaciones estandar.
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Desviaclones esténdar
»

Figura 4.11 Grafica de dispersion de las desviaciones estandar para las repeticiones de
las muestras con cromosoma Y, que nos muestra que la gran mayoria de dichos valores

se encuentran por debajo de las tres desviaciones estandar.

El anlisis estadistico es aplicable en una gran parte del conocimiento humano,
cuestiones demograficas, industriales, biologicas entre muchas otras; la investigacion
cientifica no es la excepeion, pues se necesita saber qué tan confiables son los
resultados, cuiles pueden ser los problemas y si las conclusiones son rejativamente
validas.

En el estudio realizado, se obtuvieron una serie de observaciones o conteos de
proporciones X e Y, sin embargo se deseaba saber si estas proporciones eran reaimesmte
concluyentes con respecto a saber si habia diferencias significativas con respecto a

dichas proporciones en ta poblacion estudiada. o en otras palabras si habia mas 0 menos



55

cromosomas X o Y en la poblacién de estudio y la confiabilidad de cualquiera de estas
aseveraciones.

En ciertos casos es necesario investigar el grado de relacion que existe entre dos
variables en una investigacion, y ademas de la direccidon dela asociacion lineal, para lo
cual se utiliza principalmente el andlisis de correlacién como un complemento
matematico de [a grifica de dispersidn, en el cual los valores del coeficiente de
correlacion (1) siempre estan entre —{ y 1. El grado, 0 sea la magnitud de la asociacién
estd dado por el valor de r. Se considera que cuanto mas cercano se encuentre a cero,
menor sera la asociacion lineal, y cuanto mas cercano se encuentre a 1 o -1, mayor sera

la asociacién lineal de acuerdo a la siguiente formula:

¥ (xy)- ZxéZz)

VB oo op’]

donde:

r=

r = coeficiente de correlacién

X, y = las variables cuya correlacién se desea determinar

n = nfimero de pares de valoresde x e y

Tratando de saber si existe relacion entre la movilidad espermatica y la viabilidad, se
aplico el analisis de correlacion, a los datos de ambas variables, y ademas se
representaron los datos en forma de grafica de dispersion para poder tener un panorama

de como se distribuyen los datos y saber Ia tendencia de los mismos:
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‘ Gréfica de dispersion y correlacién !

Movllidad
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’ Viabllidad coeficlents de commelacion = 0.3020 |

Figura 4.12 Grafica de dispersién y correlacion que muestra la posible relacion entre la
viabilidad espermatica y la movilidad, la tendencia de los datos y ademas se observa el

resultado del coeficiente de correlacion.

En la grafica 4.12 se observa que es muy baja o nula la relacion existente ente la
viabilidad espermatica y la movilidad, por lo que podemos encontrar muestras con
movilidad alta pero con baja viabilidad o bien alta viabilidad y baja mowilidad, si bien
los datos no se encuentran tan dispersos, se puede atribuir a que las muestras eran de
pacientes normales, es decir con alta viabilidad y movilidad, sin embargo el resultado

del anélisis matematico (r = 0.3020) queda ruas cercano a cero quea | o —1.
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Observaciones y recomendaciones.

De los sucesos mas relevantes de la investigacion, se puede mencionar que si bien el
manual de la OMS es una guia en las pruebas basicas del analisis de semen humano, en el
caso de la cuantificacion de porcentajes de X o Y, las metodologias fueron tomadas de
investigaciones anteriores que no las considera el manual, y para las cuales se realizaron
adecuaciones pertinentes, con el fin de adaptarlas a las condiciones especificas del
laboratorio, como son las instalaciones, presentacion de los reactivos y aun la situacion
geografica del laboratorio, pero que sin embargo no alteran en forma importante el
resultado final.

Lo anterior se observa al aplicar las herramientas basicas, que mostraron primeramente
que, si bien no todas son aplicables (debido a |a naturaleza del trabajo) si son de invaluable
ayuda en la interpretacion de los resultados dando confiabilidad a los mismos, a los
procesos, materiales e incluso a la planeacion del proyecto de investigacion.

En esta etapa inicial del proyecto se observaron ciertas situaciones muy especificas que
habrdn de considerarse en cuanto al desarrollo de un sistema de calidad futuro, como son el
hecho de que la investigacidn se lleva a cabo en una institucion de educacion superior, por
lo que ciertas partes importantes como presupuestos, materiales, proveedores € incluso el
personal, no estan a cargo directamente del jefe de proyecto y esto limita un poco la
planeacion y el desarrollo del trabajo. Por lo que el programa de calidad se debe centrar
principaimente dentro del laboratorio, hacia la planeacion, la ejecucion y la confiabilidad
de resultados, en un proyecto de investigacion.

Tomando en cuenta lo anterior, se deben comprender y aplicar las herramientas de calidad

con el propdsito de extender el analisis a otras areas, analizar las ventajas que puedan



aportar y si su aplicacion es determinante, adicionarlas para ampliar el rango de

confiabilidad, todo esto como un paso previo hacia un sistema de calidad mas completo.
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Conclusiones

Debido a los avances que ha tenido la Andrologia en medicina y principalmente en
biologia de la reproduccion, es importante estandarizar las técnicas que frecuentemente
utiliza, y para esto se ha creado el manual de la Organizacién Mundial de la Salud, pero
que con el desarrollo de nuevas pruebas y técnicas que ain no han sido consideradas por el
manual, es imprescindible desarroliar e implementar sistemas de control de calidad que
permitan mantener la confiabilidad en niveles razonables, a pesar de que el objeto de la
investigacion (los espermatozoides), como analitos, presentan problemas de estudio.
Ademas, a pesar de que existe el manual de la OMS, todavia hay laboratorios que no lo han
adoptado como guia, por lo que se observa cierta dispersion de estandares, que originan
confusién, y ain una mala interpretacion de los resultados.

Es importante el estudio de los espermatozoides como portadores de los cromosomas que
determinan el sexo, principalmente desde el punto de vista médico, especificamente
relacionado a enfermedades ligadas al sexo, aunque también tienen importancia en biologia
de la reproduccién por la posibilidad de los padres para seleccionar el sexo de su
descendencia.

Si bien en México no es un tema de prioridad, en otros paises existe un alto conocimiento .
en el tema, y es donde se marca la pauta en investigacion y desarrollo del 4rea.

En cuanto a la investigacion en si, se obtuvieron muestras de 100 pacientes de los cuales se
concluyo6 que 2 muestras no cumplian con los requisitos del manual de la OMS para el
analisis seminal en pacientes normales, de los resultados de los restantes. se obtuvieron
valores que indican que la mayoria de las muestras analizadas (75%) presentan mas del

50% de espermatozoides con cromosoma X, aunque la diferencia es relativamente baja
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pues la mayoria estaban en el rango entre 50-59%, por lo que los espermatozoides con
cromosoma Y caen en el rango de 40-49%.

De acuerdo al andlisis de las metodologias existentes, las técnicas utilizadas fueron
seleccionadas en base a su efectividad, pero especificamente a la disponibilidad de recursos
existentes, tanto de materiales, como de personal calificado. Y se observa que en general
las diferencias principales radican en la tecnologia aplicada, que en otras metodologias
mas avanzadas pero inaccesible por su alto costo, aunado a que las técnicas utilizadas son la
base de las mas avanzadas, por lo que la efectividad no decae y sélo se consume mas
tiempo y esta sujeta a la capacidad del personal.

Las herramientas basicas del control de la calidad utilizadas dieron un panorama general
del control que se lleva del proceso, si bien en esta etapa se utilizaron principalmente en el
analisis de resultados, es necesario aplicar otras herramientas en otras partes del proceso
para monitorear mas eficientemente la investigacion, pero que en esta etapa demostraron
que el proceso esta dentro de limites de confiabilidad aceptables de la siguiente forma:

El diagrama de causa y efecto es una herramienta que ayuda a identificar, clasificar y poner
de manifiesto posibles causas, tanto de problemas especificos como de caracteristicas de
calidad. Ilustra graficamente las relaciones existentes entre un resultado dado (confiabilidad
y reproducibilidad) y los factores (cuitural, estructural y de organizacion) que influyen en
él.

El diagrama de flujo, facilita la comprension del proceso, promueve acuerdos, mejoras o
bien sirve como base para plantear cualquier proceso alternativo, ademas de identificar
problemas.

El histograma es una herramienta util cuando se tiene un gran niimero de datos que se

deben organizar, para su posterior analisis y toma de decisiones, ademas permite la
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comparacion de datos y puede ser un punto de partida para generar hipotesis acerca del
proceso.

El diagrama de dispersion, es una herramienta muy util para estudiar e identificar las
posibles relaciones entre los cambios observados en dos 0 mas conjuntos de vanables, y
ademas hay la posibilidad de profundizar en el resultado mediante analisis matematico,
entre otros, a través del coeficiente de correlacion.

Las graficas de control permiten evaluar la estabilidad del proceso y distinguir las causas
de variacion (especificas o aleatorias), ademas se pueden mantpular datos ya sea por
variables o atributos, que en este caso son datos por variables (desviaciones estandar)

mostrando que estan dentro de los limites permitidos.



Glosario

Aglutinacion. Caracteristica del semen en la cual los espermatozoides tienden a reunirse
formando cumulos celulares, puede ser de origen normal o debido a problemas
inmunolégicos o bioquimicos.

Andrologia. Rama de la medicina orientada al estudio del varén principaimente en
aspectos reproductivos.

Astenozoospermia. Caracteristica del semen en la que hay menos del 50% de
espermatozoides con movilidad progresiva rapida y lenta, o bien con menos del 25% de
células con movilidad progresiva rapida.

Biologia de la Reproduccion. Rama de la medicina orientada al estudio de los procesos
reproductivos en la pareja.

Biologia molecular. Rama de la biologia encargada del estudio de las células a nivel
molecular y su interaccion bioquimica.

CASA. (Computer aided semen assay). Analisis de semen asistido por computadora o
método computarizado para el analisis de semen.

Células epiteliales. Células que forman el epitelio o capa externa de un tejido, en este
caso del epitelio de los conductos por donde viajan los espermatozoides en el aparato
reproductor masculino.

Células espermaticas inmaduras. Células espermaticas atin no diferenciadas, que
algunas veces se observan en la muestra de semen.

Citometria. Grupo de técnicas empleadas en caracterizar una célula o un grupo de ellas
en cuanto a presencia, cantidad y tamafio.

Clonacién. En biologia, es el grupo de técnicas que permiten a partir de una célula de
un organismo obtener una copia exacta bien de la célula como del organismo completo.

Coagulacién. Caracteristica normal del semen, que una vez eyaculado y en los primeros
segundos tiende a tomar una consistencia espesa.

Color. Caracteristica del semen en la cual se observa un color definido y que sus
variantes pueden indicar algunas anormalidades.

Concentracién espermatica. Cantidad especifica de espermatozoides en el evaculado.

Control negativo. Testigo negativo a una prueba realizado con el fin de evitar errores en
las mediciones.

Control positivo. Testigo positivo a una prueba con el fin de evitar errores en las
mediciones y evaluar los reactivos y las mitologias.
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Cromosoma sexual. Uno de los 2 cromosomas determinantes del sexo contenidos en el
acervo genético de cualquier individuo.

Detritus celulares. Elementos en el semen que no entran el la categoria de los elementos
celulares normales como espermatozoides, céluias inmaduras, céluias epiteliales, o
leucocitos.

EDTA. Compuesto quimico utilizado como anticoagulante sanguineo

Enfermedades ligadas al sexo. Tipo de patologias hereditarias que se manifiestan de
acuerdo al cromosoma sexual que lo porta y al sexo del producto, por ejemplo, ia
hemofilia, que se hereda a través del cromosoma X y solo se manifiesta en los hijos
varones.

Espermatozoide. Célula sexual masculina, se caracteriza por tener una region anterior o
cabeza, una pieza media y una cola que le permite desplazarse.

Farmacologia. Estudio de Ia accion dinamica v fisiologica de los farmacos.

Fertitizacion asistida. Conjunto de técnicas no-naturales que permiten a una pareja con
problemas de infertilidad iograr tener descendencia.

FISH. Hibridacion in situ fluorescente, técnica que permite la deteccion v el estudio de
células especificas o bien algun organelo celular.

Fluorescencia. Técnica de microscopia utilizada principalmente para identificar una
celula en especifico o bien un organelo celular por medio de colorantes especificos que
son absorbidos y que al incidir una luz determinada brillan o fluorescen.

Gametos. Cada una de las 2 células que, en la reproduccion sexual se fusionan para
formar el cigoto.

Genética. Término utilizado para mencionar todas las caracteristicas de un organismo
determinadas por su acervo genético.

Hemofilia. Hemopatia debida a la deficiencia de un factor de coagulacion de la sangre.
Es hereditaria y se transmite como un caracter recesivo iigado al sexo (cromosoma X)
de manera que las mujeres no la padecen pero la transmiten a sus hijos varones.

Investigacion basica. Tipo de investigacion que solo busca el conocimiento en si, de un
fenémeno.

Leucocitos. Son células sanguineas, ameboides, incoloras capaces de abandonar los
vasos sanguineos y de reatizar su funcion fuera de estos. Poseen enzimas proteoliticas
capaces de desintegrar células muertas y formaciones de fibrina, por quimiotaxis pueden
desplazarse hacia focos de infeccion donde tagocitan a las bactenas.

Licuefaccion. Caracteristica normal del semen que sigue a la coagulacion, en la cual una
vez coagulado y en un teamino promedio de 20 minutos a una hora, toma una
consistencia acuosa.
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Liquido seminal. Nombre que recibe el eyaculado y comprende al semen y a los
espermatozoides.

Movilidad. Caracteristica de los espermatozoides, los cuales por medio del flagelo
presentan desplazamiento y es dividido para su apalisis en vanas categorias, que van del
progresivo rapido, lento, no progresivo € inmovil, cada uno de ellos abreviado por una
letra que va de la “a” a la “d”.

Normmozoospérmico, Condicion normal del semen de acuerdo a los criterios de la OMS,

Oligozoospérmico. Anormalidad del semen caracterizado por una concentracion menor
de 20 millones de células en el eyaculado.

Patologia. Anormalidad, enfermedad o proceso patologico.
pH. Potencial de hidrogeno, concentracion de iones hidronio presentes en una solucion.
Potencial fértil. Capacidad de fertilizar por parte del varon.

Semen. Liguido producido por las glandulas genitales masculinas cuando se une a la
secrecion propia de |a prostata.

Subcelular. Se refiere a las partes de una célula también denominados organelos, o bien

a alguna parte de éstos.

Reactivo de Quinacrina. Reactivo utilizado especificamente para que en el
espematozoide y bajo microscopia adecuada se haga evidente y sea observable el
cromosoma Y.

Viabilidad. Caracteristica del semen y se refiere a la proporcion de espermatozoides
“vivos” en la muestra.

Viscosidad. La viscosidad se define como la resistencia de un liquido a fluir. Esta
resistencia es provocada por las fuerzas de atraccion entre las molécuias dei liguido.
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Anexo

Valores de referencia para espermatobioscopia directa de acuerdo con los criterios

WHO 1999.

Volumen

.pH

Concentraciéon espermatica

Concentracion espermatica
Total

Movilidad

Morfologia

(Técnica P.A.P)
criterios de evaluacion
WHO 1999

Viabilidad

(Técnicas: Tincion eosina
eosina-nigrosina, incion triple)
Leucocitos

(Técnicas: tincion positiva

a la peroxidasa, inmunohistoquimica

Ac-CD 45).

Aglutinacién celular
(determinacion del tipo de
aglutinacion)

Test Hipo osmotico (HOST)

Fructuosa en plasma seminal
(Técnica espectrofotométrica)

[nmunobead test
(Técnica semi-cuantitativa)

MAR test
(técnica semi-cuantitativa)

Acrosomas integros
(Técnicas: triple tincion
ac- anti acrosoma lectina
marcada)

-WHO Manual for Eamination oi Human semen & sperm- cenvical mucus interaction. Cambridge urnversity press. 2000.

2.0 ml o mas
7.2-8.0
20.0 X 10°/ml
40.0 X 10°/ml
50% o mas con las categorias:
a) progresiva rapida 50%
b) progresivalenta 25%o
Progresiva rapida 25 %
Nota: medicion que se realiza después del

Periodo de licuefaccion (aprox. 60min)

30% o mas con formas normales

75% o mas

menos de 1.0 X 10%/ml

menor a 20%

mayor a 65%

13 mmol

menos de 20% d espermatozoides con particulas

Adherentes.

menos de 10% de esperatozides con particulas

Adherentes

mas del 40%
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