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Estabilidad del ARN viral en muestras clínicas
para el diagnóstico viral

Stability of viral RNA in clinical specimens for viral diagnosis

En biología molecular la conservación del material genético de
muestras clínicas es clave cuando se realizan experimentos con
ARN. Por ello, es importante tomar las máximas precauciones para
evitar su degradación, principalmente por las ARNasas que pueden
provocar la fragmentación del material genómico. Estas son proteí-
nas robustas con actividad enzimática que  participan en procesos
fisiológicos diversos y  su función principal es hidrolizar y degradar
el ARN, además se pueden introducir en los experimentos de forma
exógena1,2.

Cuando las muestras clínicas se mantienen en el laboratorio lar-
gos períodos de tiempo, el ARN de las mismas es especialmente
vulnerable a la degradación3,4, lo que podría influir en  el diagnóstico
viral al disminuir la sensibilidad de las técnicas de amplificación.

Diversos estudios han demostrado que los inhibidores de
ribonucleasas presentan un amplio espectro de actividades
inhibitorias contra las ARNasas, protegiendo eficazmente el  ARN
durante los procedimientos de laboratorio lo que permite una gran
flexibilidad en el diseño  experimental. Su utilización puede ser una
solución para minimizar estos problemas de degradación5–7.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la integridad del ARN
viral de muestras clínicas tras su almacenaje a  4 oC, después de
un periodo de tiempo de trabajo estándar (10 días), que se con-
sidera suficiente para realizar todos los procesos rutinarios que
implica el diagnóstico viral de una muestra, y analizar la eficacia y el
rendimiento de un inhibidor de ARNasas para evitar su degradación.

De las muestras procesadas en la  Unidad de Virología del Hospi-
tal Central de Asturias durante 2 meses, se estudiaron 67 exudados
(42 nasofaríngeos y 25 faríngeos) recogidos en  un medio de trans-

Tabla 1

Resultados de los Ct en cada uno de los protocolos y media de ellos según el tipo de
virus

Con (sin) inhibidor

Ct < 20 20-25 25-35 Valor de p

Ct < 20 16 (16) 2 (2) 0  (0) Ns
n  = 18
20-25 4 (1) 20 (24) 7  (6) Ns
n  = 31
25-35 0 (0) 3 (3) 15  (15) Ns
n  = 18

Estándar Con inhibidor Sin inhibidor
24,78 ± 3,44 25,07 ± 2,37 25,28 ± 2,44

Total (21-28) (22-27) (22-27)

Virus IA 28,67 ± 4,16 28,34 ± 3,78 28,67 ± 5,13 Ns
n  = 3 (24-32) (24-31) (23-33)
PIV  23,54 ± 5,80 24,09 ± 5,75 24,18 ± 5,87 Ns
n  = 11 (15-30) (17-31) (17-32)
ETV  22,13 ± 4,12 22,79 ± 5,53 23,00 ± 5,25 Ns
n  = 53 (12-29) (11-36) (12-34)

Ct: ciclos de amplificación; ETV: enterovirus; IA: Influenza A virus; Ns: no  significa-
tivo; PIV: Parainfluenza virus.

porte de virus. Se llevó a  cabo una extracción y purificación del
material genómico con el Reactivo MagNA Pure LC Total Nucleic
Acid Isolation Kit, en el sistema automático MagNA Pure LC 2.0
(Roche Diagnostics, Suiza). Se obtuvieron 100 �l  para una posterior
amplificación de fragmentos de genoma viral y se  aplicaron proto-
colos de diagnóstico sindrómico del laboratorio. En todos ellos se
evaluaba la cantidad y la  calidad de la muestra, y  con la amplifi-
cación del gen de la  �-globina humana se informaba la carga viral
normalizada (por número de células). Del extracto nucleico total
se  separaron 2 alícuotas de 10 �l y en una se añadió 1 �l  RNase®

Inhibitor (Applied Biosystems, EE.  UU.), ambas se  almacenaron a
4 oC.

Las 67 muestras incluidas fueron sometidas al proceso diag-
nóstico habitual en el laboratorio para enterovirus (n: 53),
parainfluenzavirus (n: 11) e  influenzavirus A  (n: 3). A los 10 días, a
las 2 alícuotas almacenadas se les volvió a  realizar la  misma PCR y
se compararon los ciclos de amplificación (Ct) con y sin inhibidor.
También se dividieron en 3 grupos según su Ct (< 20, 20-25 y  25-35
ciclos) y el  tipo de virus.

Todos los cálculos estadísticos se realizaron con el programa
para ordenador, GraphPad InStat v2.04a (GraphPad Software, EE.
UU.) según los requerimientos específicos.

En la tabla 1 observamos que en  todas las muestras estudi-
adas se  evidencia la presencia de ARN viral, y en ningún grupo
se encontraron diferencias estadísticamente significativas a los 10
días independientemente de añadir o no inhibidor. Además, la
media de los Ct no varía de manera significativa en ningún virus.

Las muestras repitieron el rango de amplificación en  59 (88,1%)
de las ocasiones después de 10 días, y en 58 (86,6%) de los casos,
cuando a  la  muestra extraída se  la añadió RNasin®.

El presente estudio demuestra que, aunque el uso de RNasin®

suele estar recomendado en los protocolos de manejo de virus ARN,
no parece imprescindible, al  menos en los virus estudiados. En
algún caso disminuyó ligeramente el rendimiento en las  muestras
con y sin  inhibidor, y es importante señalar que ninguna muestra
resultó indetectable después de 10 días.

Así pues, mantenemos que para estudios virales que se reali-
cen en  un periodo de 10 días conservados a  4 oC no disminuye la
capacidad diagnóstica y no sería necesario añadir reactivos preser-
vantes lo que disminuiría la manipulación de las muestras y además
no supondría un aumento en el coste de las pruebas diagnósticas.
Sería útil realizar estudios en periodos de tiempo más  largos para
establecer a  partir de qué tiempo la posible degradación del ARN
podría ser minimizada al utilizar un inhibidor enzimático.
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