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El primer paso para iniciar el analisis molecular de muestras bioldgicas es la extraccion

de los &cidos nucleicos. EI método de eleccion mas empleado es el de la cromatografia

en columnas de silica debido al alto grado de pureza que se consigue, sumado a la

rapidez/simplicidad de la técnica. Por otra parte, es un método costoso que genera

residuos plasticos por ser de un solo uso. Considerando esto, planteamos una estrategia

para reutilizar las columnas proponiendo un método de inactivacién de las columnas

previamente utilizadas, y su activacion con el proposito de regenerar la matriz de silica;
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a este proceso lo denominamos regeneracion de columnas. Hemos conseguido demostrar
que la reutilizacion de las columnas regeneradas es eficaz al no detectarse material
amplificable por RT-gPCR tras usar como muestra agua eluida a traves de la misma.

El beneficio del método desarrollado se resume en la utilidad y ahorro que se le puede
dar a los reactivos y materiales fungibles de laboratorio para realizar tanto diagndsticos
clinicos como para investigacion en paises que se ven limitados en recursos y adquisicion

de kits para diagnostico.

Palabras clave: columnas de purificacion RNA regeneradas; RT-gPCR;SARS-CoV-2;
covid-19.
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Reuse, an act little worked in Molecular Biology. Acquisition of
knowledge from the SARS-CoV-2 pandemic

ABSTRACT

The first step to start the molecular analysis of biological samples is the extraction of
nucleic acids. The most widely used method of choice is silica column chromatography
due to the high degree of purity achieved, added to the speed/simplicity of the technique.
On the other hand, it is an expensive method that generates plastic waste because it is
single-use. Considering this, we present a strategy to reuse the columns proposing a
method of inactivation of the previously used columns, and their activation with the
purpose of regenerating the silica matrix; we call this process column regeneration. We
have managed to demonstrate that the reuse of the regenerated columns is effective as no
material amplifiable by RT-qPCR is detected after using water eluted through it as a
sample.

The benefit of the developed method is summarized in the usefulness and savings that
can be given to reagents and consumable laboratory materials to carry out both clinical
diagnoses and for research in countries that are limited in resources and acquisition of

diagnostic Kits.

Keywords: regenerated RNA-purification column, RT-qPCR, SARS-CoV-2, covid-19.
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1. INTRODUCCION

En los primeros meses del 2020 se ha declarado pandemia debido a la aparicion y répida
propagacion del virus SARS-CoV-2 causante del COVID-19 (OMS, WHO, 2020). Los
ensayos de diagnosticos han seguido el esquema de cribado segun las recomendaciones
de la OMS y demostraron ser efectivas para el monitoreo de la propagacion del virus. No
obstante, los sistemas de atencion médica, los hospitales y laboratorios de diagndsticos
fueron rapidamente comprometidos, intensificandose en las llamadas olas de contagios.
Esta situacion ha tenido su impacto en los sistemas de salud y en varias facetas de la
sociedad; econdmica, educacional y social. Como es de esperarse, el impacto fue mucho
mayor en aquellos paises en via de desarrollo como el Paraguay, donde estos aspectos ya
se encontraban vulnerables incluso en ausencia de la pandemia.

Desde el inicio de la pandemia se han realizado esfuerzos para desarrollar estrategias
innovadoras de cribado, deteccion y diagndsticos de casos COVID-19 (Biswal, Ranjan,
Singh Dahiyal, Mallick, & Mohapatra, 2021) (Falzone, Gattuso, Tsatsakis, Spandidos, &
Libra, 2021) (Grant, Turner, Shin, Nastouli, & Levett, 2020) (Alafeef, Moitra, Dighe, &
Pan, 2021) (Mote, y otros, 2021). La metodologia estandar para la confirmacion de la
infeccion es mediante la técnica de RT-gPCR (OMS, WHO, 2020). Esta técnica requiere
de la extraccion del material genético (RNA) de la muestra bioldgica tomada del paciente,
la cual consiste en un hisopado nasofaringeo u orofaringeo, inmerso generalmente en un
medio de transporte viral. Las extracciones son realizadas por lo habitual mediante kits
comerciales, donde los componentes del mismo pueden ser utilizados para una extraccion
manual o con equipos automatizados. Los kits mas comunes y ciertamente mas
econdmicos son los basados en cromatografia en columnas de silica, en donde, posterior
a la lisis de la muestra, estas son tratadas con un agente de union del RNA a la membrana
de silica de la columna para ser momentaneamente retenidos o adsorbidos por la matriz
de silica. Seguidamente son realizados unos lavados sucesivos con la finalidad de
eliminar las impurezas no deseadas. Como Ultimo paso es necesaria la desorcion del RNA
de la membrana de silica, lo cual se logra con la incubacion de un agente de elucion sobre
la membrana de silica.

La disponibilidad de kits de extraccion de RNA se ha convertido en una seria limitacion
para el diagndstico debido a la escasez impulsada por la demanda mundial, con mayor

impacto en paises con menor poder adquisitivo, y esto es particularmente mas complicado
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en un pais que carece de la infraestructura para producir localmente Kits de extraccion de
acidos nucleicos.

Ademas del alto costo de los kits comerciales, estos son limitados a un solo uso segun la
recomendacion del fabricante. Por otro lado, estos Kits generan desechos plasticos que
tienen un impacto negativo para el ambiente. Teniendo en cuenta estos factores, varios
grupos de trabajo han planteado estrategias para el reciclado de estas columnas,
proponiendo protocolos que permitan eliminar remanentes de acido nucleico en las
membranas de silica, de tal manera a poder ser reutilizada en un siguiente proceso de
extraccion. Inclusive existen kits comerciales disefiados para este fin, aunque la relacion
costo/beneficio para la utilizacion de éstos debe ser analizada antes de optar por esta
opcion (Biswal, Ranjan, Singh Dahiyal, Mallick, & Mohapatra, 2021) (Nicosia,
Tagliavia, & Costa, 2010) (Heinz Esser, Marx, & Lisowsky, 2005) (Shi, Lewis, &
Panthee, 2018) ( Zhou, et al., 2018).

Con el objetivo de proveer una alternativa de extraccion de acidos nucleicos adquiriendo
solo el buffer de lisis comercial y reutilizando las columnas de silica, se evaluaron el uso
de etanol absoluto como buffer de unién y etanol diluido como buffer de lavado y un
protocolo de regeneracion de dichas columnas de silica para obtener RNA de alta calidad,
con reactivos y equipos comunes de un laboratorio.

2. MATERIALES Y METODOS

A. Prueba de componentes de extraccion del RNA

Muestras

Fueron seleccionadas muestras de hisopados nasofaringeos previamente testeados en el
laboratorio Curie S.R.L con resultados positivos para SARS-CoV-2 (sin considerar el
valor del Ct). Para todas las evaluaciones se utilizaron pool de estas muestras positivas.
Extraccion de RNA

Se utilizaron dos kits comerciales para la evaluacion de componentes alternativos para la
extraccion de RNA basados en columnas de silica: Qiagen (QlAamp DSP Virus spin Kit,
ref: 61704) y GeneAll (Ribospin VRD ref: 302-103). Se evaluaron los siguientes

componentes: buffer de unién y buffer de lavados.
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Se siguid el protocolo de cada kit considerando el siguiente esquema:
Cinco extracciones por grupo ensayado.

Componentes

Ensayos Buffer de lisis BUﬁ?r e ST EE Buffer de elucién Numero de

union lavado extracciones
Grupo 1 | Qiagen Buffer AL Etanol 100% w; Agua DNase free 5
Grupo 2 | Qiagen Buffer AL Etanol 100% | Etanol 70 % | Agua DNase free 5

. . RBW

Grupo 3 | Ribospin Buffer VL RB1 RNW Agua DNase free 5
Grupo 4 | Ribospin Buffer VL | Etanol 100% | Etanol 70 % | Agua DNase free 5

En los grupos 1 y 3 se siguid el protocolo establecido por cada fabricante.

Para los grupos 2 y 4 se ensayaron los componentes propuestos.

Amplificaciones por RT-qgPCR

Las amplificaciones de PCR fueron realizadas en el equipo Rotor-Gene Q de la marca
Qiagen. EIl kit de deteccion utilizado es de la marca Seegene AllPlex SARS-CoV-2;
basada en la amplificacion de secuencias de los genes E (envelope), N (nucleocapside),
RdRp (RNA dependent RNA polimerase) y S (Spike), ademas los elementos adicionados
para la deteccion de la secuencia del gen RNAsa P humano utilizado como control
enddgeno. El programa utilizado fue el siguiente: 50 °C por 20 minutos, 95 °C por 15
minutos, 40 ciclos de 95 °C por 10 seg y 60 °C por 40 segundos. Con fines practicos, los
analisis de los resultados fueron basados solo en las amplificaciones del gen N y del gen
RNAsa P humano. La linea umbral fue establecida al 10 % de la escala de la curva de
amplificacion en todos los casos.

B. Regeneracion de columnas

Eleccion de muestras

Fueron seleccionadas muestras de hisopados nasofaringeos previamente testeados en el
Laboratorio Curie S.R.L con resultados positivos para SARS-CoV-2. Para todas las
evaluaciones se utilizaron pool de estas muestras positivas, con valor de Ct inferior a

20. Esto con el fin de obtener una alta concentracion de RNA que asegure la saturacion
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de las columnas, de manera que, en los pasos posteriores la eliminacion de RNA en las

mismas sea verificable tras el tratamiento al que iban a ser sometidas.

Extraccion de RNA

Esta parte del estudio fue realizado unicamente con el kit Ribospin VRD, siguiendo el

protocolo descrito por el fabricante. Esto debido a que era el kit que teniamos disponible

en ese momento. Un total de 20 extracciones fueron realizadas, a partir de un pool de

muestras con las caracteristicas descritas previamente, siendo asi 20 las columnas a ser

tratadas.

Regeneracion de las columnas de silica previa inactivacion del RNA residual del

SARS -CoV-2.

Protocolo de inactivacion de columnas utilizadas:

a) Sumergir las columnas en solucion de HCl al 2 M y sonicacién por 1 hora

b) Incubacién overnight

c) Enjuagar con agua ultrapura esterilizada

d) Agregar las columnas a tubos de coleccion

e) Adicionar 500 uL de agua ultra pura libre de DNasas y centrifugar a 14.000 rpm por
1 minuto para eliminar restos de HCI. Repetir este paso 3 veces.

f) Adicionar 500 uL de etanol absoluto a cada columna y centrifugar a 14.000 rpm por
1 minuto

g) Secar las columnas por centrifugacion a maxima velocidad por tres minutos.

Para evaluar la eficacia del protocolo en la inactivacion, se colocé un nuevo tubo de

microcentrifuga de 1,5 mL a la columna de silica tratada, se adiciono 50 uL. ddH2O libre

de DNAsas a las columnas e incubd por 1 minuto. Posteriormente fueron centrifugadas a

12.500 rpm por 1 minuto. El eluido obtenido se proces6 RT-gPCR como si fuese una

muestra.

Para la reutilizacion de las columnas de silica inactivadas, en una nueva extraccion de

RNA, deben ser reactivadas. Para ello se agrega 500 uL de etanol puro, se centrifuga a

14.000 rpm por 1 minuto. Finalmente, se descarta el eluido y se centrifuga por 3 minutos

a 14.000 rpm.

Eficiencia de la extraccion de RNA viral entre columnas regeneradas y columnas

nuevas.

Para evaluar la eficiencia de la extraccion de RNA viral a partir de columnas regeneradas
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(CR), se realizaron extracciones de RNA por triplicado a partir del pool de muestras
positivas utilizando 3 columnas del grupo de CR y 3 columnas nuevas (CN). Los RNA
extraidos fueron sometidos a una corrida de RT-gPCR especifica para SARS-CoV-2, por
duplicado.

Al mismo tiempo, con el objetivo de verificar que la efectividad de las columnas no se ve
afectada con un segundo tratamiento de inactivacion, fueron escogidas otras 3 columnas
regeneradas (CR), para luego ser sometidas a un segundo proceso de inactivacion. Estas
columnas resultantes (CR2) fueron utilizadas para una nueva extraccion de RNA del pool
de muestras. Para evaluar si hubo diferencias significativas entre cada grupo, los valores
de Ct fueron sometidos al test de Fisher.

Test de Inhibicion

Los procedimientos de extraccion de acido nucleico deben eliminar o reducir
considerablemente la cantidad de sustancias inhibidoras que pueden afectar la PCR
futura. Para asegurar la extraccion, utilizando columnas regeneradas, hay que asegurarse
de haber eliminado completamente estos inhibidores. Para ello, se llevo a cabo el método
de (Hougs L, 2017) para la evaluacion de ausencia de inhibidores.

La calidad del acido nucleico (ausencia relativa de inhibidores de PCR) puede
demostrarse analizando dos réplicas de PCR utilizando cuatro puntos de una dilucion en
serie de cuatro veces (1:4, 1:16, 1:64 y 1:256) de cada réplica de extracciéon de acido
nucleico (corridas de inhibicion) utilizando el sistema de referencia especifico del taxon.
El extracto de &cido nucleico se lleva primero a un nivel correspondiente a la
concentracion de acido nucleico mas alta que se pretende utilizar en el método de PCR
posterior, la Ilamada muestra "sin diluir" (concentracion de acido nucleico de trabajo). A
partir de esta primera muestra se prepara una serie de diluciones al cuadruple (de 1:4 al
1:256). Para evaluar la presencia de inhibidores, los valores de Cq de las cuatro muestras
diluidas en serie se representan frente al logaritmo del factor de dilucion y se calcula una
ecuacion mediante regresion lineal. El valor Cq de la muestra "sin diluir" extrapolada de
laregresion lineal se compara con el Cq medido a partir de la misma muestra. Para aceptar
como Optimos los extractos de acido nucleico se deben cumplir tres condiciones: la
pendiente de la linea de regresion debe estar entre -3.6 y -3.1; el coeficiente de
determinacion (R2) debe ser igual o superior a 0.98; y la diferencia entre el Cq medido y

el valor de Cq extrapolado (ACq), inferior a 0.5.
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C. Evaluacion en conjunto de componentes alternativos de la extraccion y columnas
regeneradas

Seleccion y dilucion de una muestra

Tomando como referencia el Ct del gen N, se procedio a la dilucién seriada de una
muestra con valor de Ct inicial de 15 hasta un valor de 32 (cercano al limite de deteccion).
La dilucion fue realizada desde 1x10 hasta 1x10 utilizando, como diluyente, el mismo
medio de transporte viral. Con este ensayo se ha evaluado la eficacia tanto de las
columnas regeneradas asi como también de la utilizacion de etanol absoluto como agente
de unién de membrana y etanol al 70% como buffer de lavado.

Para evaluar la eficacia en conjunto, tanto de las columnas regeneradas, asi como también
de la utilizacion de etanol absoluto como agente de union a la membrana y, etanol al 70
% como buffer de lavado.,Para evaluar la eficacia en conjunto, tanto de las columnas
regeneradas, asi como la utilizacién de etanol absoluto como agente de union a la
membrana y etanol al 70 % como buffer de lavado, se procedié a la preparacion de una
muestra con valor de Ct para el gen N cercano al limite de deteccion (35) mediante la
dilucion seriada de misma (Ct=16, gen N). Las diluciones fueron realizadas con las
siguientes proporciones: 1/10, 1/100, 1/100, utilizando el mismo medio de transporte viral
como diluyente.

Extraccion de RNA

De la muestra diluida fueron realizadas 10 extracciones siguiendo el protocolo alternativo
y utilizando 10 columnas inactivadas y regeneradas. Como control positivo del proceso,
se realizd una extraccion con el kit Ribospin segin descrito por el fabricante utilizando
columnas nuevas. Como control negativo del proceso de inactivacion se utilizo el eluido
de una de las columnas tratadas.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Parte A. Componentes de extraccién de RNA ensayados

En las siguientes graficas se presentan las curvas de amplificacion para el gen N y gen
RNAsa P con sus valores de Ct promedio y desviaciones correspondientes para cada
grupo ensayado. Como se puede observar, las amplificaciones del gen N para los grupos
1, 2, 3 y 4 arrojaron valores de Ct promedio de 21.62 (¢ = 0.5), 24.63 (c = 0.49), 21.38
(6=0.19) y 22.01 (o = 0.2) respectivamente. Las amplificaciones del gen RNAsa P para

Ciencia Latina Revista Cientifica Multidisciplinar, Ciudad de México, México.
ISN 2707-2207 / ISSN 2707-2215 (en linea), marzo- abril, 2022, Volumen 6, NUmero 2.

https://doi.org/10.37811/cl_rcm.v6i2.1910 p 620



https://doi.org/10.37811/cl_rcm.v6i2.1903

Reutilizar, un acto poco trabajado...

el grupo 1, 2, 3 y 4 arrojaron un valor de Ct promedio de 24.52 (¢ = 0.19), 25.24 (6 =

0.49), 25.42 (6 =0.19) y 26.17 (o = 0.14) respectivamente.

Ct prom: 21.62,6=0.5

Ct prom: 24.63, 6 =0.49

=

'EEEEEEEKE

Grafico 1. Curvas de amplificacion del Gen N utilizando el kit de Qiagen. (a) Grupo 1. (b) Grupo 2

Ct prom: 24.52,6=0.19

Ct prom: 25.24, 6 =0.49

BEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEE

Ct prom: 21.38, 6 =0.19

Ct prom: 22.01, 6 =0.2

...............

Grafico 3. Curvas de amplificacion del Gen N utilizando el kit de Ribospin. (a) Grupo 3. (b) Grupo 4
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Ct prom: 25.42,6=0.19 ' Ct prom: 26.17, 0 =0.14 /

N — - o — /

Grafico 4. Curvas de amplificacion del Gen RNAsa P utilizando el kit de Ribospin. (a) Grupo 3. (b) Grupo 4

En el gréfico 5a. se representan las curvas de amplificacion, el valor de Ct promedio y la
desviacidn estandar de la secuencia correspondiente al gen N del RNA extraido del pool
de muestras con valores de Ct menor a 20, usando columnas de silica nuevas del kit de
Ribospin. Comparando con el gréafico de amplificacion del eluido de las columnas
regeneradas, donde s6lo se observa la amplificacion del control positivo del Kit, 5b.

a //;‘ — b

Ct promedio = 17.57;6=0.34

e e e ———

Grafico 5. Curvas de amplificacién del Gen N (a) utilizando del pool de muestras con columnas nuevas. (b) utilizando
el eluido luego de regenerar las columnas.

Parte B.

Eficiencia de extraccion de RNA viral entre columnas regeneradas y columnas nuevas.
Los graficos 6 y 7 comparan las curvas para el gen N y el gen RNAsa P, respectivamente,
junto con los valores de Ct promedio obtenidos para cada grupo ensayado. De acuerdo al
test de Fisher, se pudo observar diferencias significativas (p=0,05) entre los valores de Ct
del grupo CN (Ct prom: 18.10, ¢ = 0.46) comparando con los del grupo de CR (Ct prom:
18.01, 6 = 0.18) y para CR2 (Ct prom: 17.89, ¢ = 0.07), no habiendo diferencias
significativas entre los grupos CR y CR2.

A pesar de esta diferencia significativa con el estadistico evaluado, la diferencia entre los
Ct promedio de los tres grupos es menor a 1 Ct, criterio utilizado en PCR, lo que permite
decir que en realidad no existe diferencia entre los grupos ensayados. La diferencia
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observada con el estadistico de Fisher puede atribuirse a la homogeneizacion de las
condiciones matriciales de las columnas (CR y CR2) al ser tratadas con el protocolo de
inactivacion respecto a una CN.

Los valores de los Ct de cada ensayo realizado se reflejan en la tabla suplementaria 1.

Tabla suplementaria 1.

ST Ct CtN CtN CtRdRp CtRdRp Ct RdRp
NCR CN CR2 CR CN CR2
1839 1872 17.83 2521 24.66 25.12
18.16 18.86 18.08  25.04 24.96 25.03
17.8 17.44 1787  25.09 25.21 25.3
17.82 17.46 17.85 25.1 25.16 25.28
17.92 18.05 17.8 25.18 25.67 25.44
17.94 1806 1791  25.22 25.15 25.2
Ctpromedio  18.01 1810 17.89  25.14 25.14 25.23
G 018 046 0.07 0.06 0.22 0.11
a = C

I Ctprom: 18.10, 0= 0.46

i Ctprom: 18.01, 0=0.18

/
/
/

Ct prom: 17.89, 0= 0.07

Grafico 6. Curvas de amplificacion del Gen N del pool de muestras extraidos con (a) con columnas nuevas; (b) columnas tratadas con el protocolo de
regeneracion; y (c) columnas tratadas con un segundo proceso de regeneracion

a

Ct prom: 25.14,6=0.22

=

— e

b

Ct prom: 25.14, 0 = 0.06

A

=

Ct prom: 25.23,0=0.11

Grafico 7. Curvas de amplificacion del Gen RNAsa P del pool de muestras extraidos con (a) con columnas nuevas; (b) columnas tratadas con el

protocolo de regeneracion; y (c) columnas tratadas con un segundo proceso de regeneracion
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Test de Inhibicion

Siguiendo el método de (Hougs L, 2017) para la evaluacion de ausencia de inhibidores
en las CR, hemos obtenido los siguientes resultados.

Primeramente, se determinaron los valores del pool de muestra extraida en una columna
nueva, para tomarlos como referencia. Como se puede observar en el grafico 8, se obtuvo
unos valores de pendiente de -3,3834 asi como una R?= 0,9982, eficiencia del 97,49% y
la diferencia entre el Ct tedrico con el obtenido en el ensayo es 0,432. Los resultados
obtenidos demuestran que todos los parametros analizados se encuentran dentro de los
criterios de aceptacion.

En las CR, la pendiente fue de -3,4913, una R?=0,9991, eficiencia del 93, 38% vy la
diferencia entre el Ct tedrico y el obtenido fue de 0,257, éstos pardmetros se encuentran
dentro del rango de aceptacion segun los criterios establecidos, por lo que se puede
concluir que las columnas no se ven afectadas en la eficiencia de la extraccion ni el

proceso general de extraccion.

a Curvade calibracién columnas nuevas

28.00
Pendiente -3.38

e - y=-3.3834x+17.413 26.00

R2 0.9982 - R?=0.9982
ACE 0432 ..., S
Eficiencia 57.47% e 22.00
9 20.00
"m 18.00

-3.00 -250 -200 -150 -100 -0.50 0.00

b Curvade calibracion columnasregeneradas
28.00
’ Pendiente -3.49

: ... 26.00

R 0.9991 e y=-3.4913x+17.843

. 2 _

ACE 0.257 . RE=09991 24.00
Eficiencia 92.38 % u- 22.00
e 20.00
18.00

-3.00 -250 -2.00 -1.50 -1.00 -0.50 0.00

Grafico 8. Test de inhibicion. (a) Curvas de amplificacion para el gen N de muestra extraida con columna nueva
y curva de calibracién (b) Curvas de amplificacion para el gen N de muestra extraida con columna trataday curva
de calibracion
La totalidad de las extracciones dieron valores de Ct similares al control positivo, en un
rango de 31 y 33. Se puede observar la no amplificacion del control negativo, el cual

correspondia a la elucion de una de las columnas luego del tratamiento de inactivacion.
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Parte C.
Evaluacién en conjunto de componentes alternativos de la extraccién y columnas

regeneradas
Como se puede observar en el grafico 9, todas las extracciones de la muestra diluida

amplificaron para el gen N en un rango de Ct de 31 a 33.

H Controles Positivo

oz Controles Negativo

205 JTrsnon) = \

Grafico 9. Curvas de amplificacion del Gen N de la muestra diluida extraida con columnas tratadas,
utilizando etanol absoluto como buffer de unién y etanol al 70 % como buffer de lavado. Todas
amplifican con valores de Ct comprendidos entre 31y 33.

DISCUSION

La rapida propagaciéon del virus y su alta tasa de transmisibilidad ha forzado a la
comunidad cientifica a nivel mundial a buscar métodos alternativos de tamizaje a modo
de poder mantener activo el servicio de diagnéstico y brindar atencién oportuna a los
casos positivos, sin descuidar la busqueda activa de contactos asintomaticos que también
son importantes focos de diseminacién del virus.

Entre las alternativas de deteccion propuestas estan las variantes de los métodos de
inactivacion por calor a diversas temperaturas (Woldesemayat, y otros, 2022), pero el
inconveniente en comun es la baja sensibilidad a que llegan estos métodos, dificultando
la deteccion de casos positivos con Ct superiores a 30 (Genoud, y otros, 2021) . Sin
embargo, (Claas, y otros, 2021) Claas y colaboradores, propusieron el uso de un buffer
de acondicionamiento de muestras que permite la directa realizacion de la PCR sin pasar
por la extraccion de RNA. Segun este estudio, la variacion de Ct es infima, pero el costo
del buffer a nivel local es elevado incluso considerando gue se evitaria la extraccion del

RNA. En este sentido, la propuesta se hace inviable para paises donde la inversion en
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salud es infima, y obligan a seguir buscando alternativas que no afecten la calidad del
servicio y que sean econdémicamente sustentables. Otros investigadores (Walker AS,
2021) (Vogels, y otros, 2020) (Sampaio Osorio & Correia-Neves, 2021) demostraron que
es imprescindible contar con técnicas basadas en PCR altamente sensibles que tengan la
capacidad de detectar un amplio rango de cargas virales, ya que la misma es muy
fluctuante a medida que progresa la pandemia.

Los métodos de extraccion de &cidos nucleicos basados en matriz de silice son
considerados uno de los métodos mas utilizados en biologia molecular por la alta pureza
del material obtenido. Si bien cada columna de extraccion fabricada posee diferencias
técnicas, son comparables desde el punto de vista quimico (poseen el mismo
componente), por lo cual, el protocolo propuesto es el mismo para ambos kits comerciales
ensayados en nuestro trabajo. Incluso, considerando que la lisis celular era diferente en
cada kit, en ninguno de ellos este proceso fue modificado. Al comparar los valores
promedio de Ct obtenidos tanto para el gen N como para la RNAsa P de las muestras
extraidas con el kit de Ribospin y Qiagen, los valores no presentan diferencia
significativa. Al comparar los valores de Ct promedio obtenidos para estos genes con los
obtenidos con el método propuesto, se observa una diferencia con el kit de Qiagen para
el gen N, no asi para el gen RNAsa P. La posible causa de esta diferencia puede deberse
al espesor de la columna de silica, que implica mayor densidad de grupos anidnicos en la
misma, con lo cual no utilizar un buffer de lavado que contenga sales caotropicas conlleva
a una disminucion en la recuperacion de los acidos nucleicos. En tanto que, comparando
los resultados obtenidos con el kit de Ribospin, estos no presentan diferencias
significativas. La eleccion de uno u otro método de extraccién afectan poco la calidad de
RNA, cuando la finalidad de este es la utilizacion en pruebas de deteccion por RT-qPCR.
No obstante, deberia realizarse mas pruebas como las fluorométricas que permitan
cuantificar el RNA y evaluar en paralelo la calidad e integridad del mismo a fin de estimar
su utilidad en otras aplicaciones.

En cuanto a la regeneracion de columnas, el método estad basado en la publicacion de
Siddappa et al. (Siddappa, Avinash, Venkatramanan, & Ranga, 2007), con
modificaciones citadas anteriormente. La efectividad del método para la eliminacion de
todo RNA remanente quedd demostrada al no observarse curvas de amplificacion de los

eluidos post-activacion (gréafico 5B) la técnica se considera valida para este fin porque al
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utilizar RT-qPCR basado en sondas Tagman es bastante sensible y util para detectar RNA
en minimas concentraciones.

El resultado de las comparaciones de las amplificaciones obtenidas a partir de muestras
extraidas con CR, CR2 y CN, permiten observar diferencia estadisticamente significativa
entre las columnas nuevas y las reutilizadas. Sin embargo, teniendo en cuenta los criterios
utilizados en andlisis de datos de gPCR (diferencia entre los Ct promedio de los grupos
es < 1 Cty desviacion estandar < a 1), esto permite decir que no existen diferencias entre
los tres grupos evaluados (Rao, Manissero, Steele, & Pareja, 2020). Por otra parte, la
diferencia estadistica observada con el test de Fisher entre las CN y CR+CR2, puede
atribuirse a otros factores, como ser la homogeneizacion de las condiciones matriciales
de las columnas (CR y CR2) al ser tratadas con el protocolo de inactivacién, que aseguran
un proceso uniforme y por ende matrices de silica mas similares entre si, con lo cual
disminuye las variaciones entre ensayos.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de ausencias de inhibidores demostraron que
todos los parametros analizados se encuentran dentro del rango de aceptacion, por lo que
se puede decir que la eliminacion de inhibidores, utilizando columnas tratadas, es tan
eficiente que al aparecer proporciona cualidades similares a las columnas nuevas.

El método de extraccion desarrollado y propuesto en este estudio consiste en la utilizacion
de columnas regeneradas junto con el buffer de lisis del kit de Ribospin, alcohol absoluto
como buffer de unién y, alcohol al 70 % como buffer de lavado. Ademas, con este método
propuesto los resultados obtenidos respecto al kit comercial no variaron al evaluar una
muestra diluida cerca del limite de deteccion.

Lo propuesto en nuestro trabajo es un modelo simplificado y reproducible sobre todo en
situaciones adversas como fueron los meses criticos del inicio de la pandemia. Al mismo
tiempo, somos conscientes de que se deben realizar ensayos a mayor escala para
comprobar la reproducibilidad de los resultados y sus posibles aplicaciones en otras areas
de biologia molecular.

El beneficio del método desarrollado se resume en la utilidad y ahorro que se le puede
dar a los reactivos y materiales fungibles de laboratorio para realizar tanto diagnésticos
clinicos como para investigacion en paises que se ven limitados en recursos y adquisicion

de kits para diagnostico.
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4. CONSIDERACIONES FINALES

NO CORRESPONDE
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