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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: Los grandes avances de la gendmica y la proteémica han propiciado la creacion de colecciones de muestras
Recibido el 30 de enero de 2009 biologicas y de biobancos destinados a la investigacion biomédica. Estas colecciones, y sus mdltiples datos
Aceptado el 5 de febrero de 2009 asociados, permitiran realizar estudios longitudinales, obtener subproductos como ADN o ARN e incluso
On-line el 26 de marzo de 2009 prever estudios futuros. L L o

Para mantener la integridad de las muestras se deberan disefiar desde el principio los procedimientos
Palabras clave: de obtencion, transporte, subproductos que se obtendran, condiciones de conservacion, destino final y
Muestra bioldgica bioseguridad, asi como disponer de una supervision adecuada de los equipos. El control de todas estas
Bioseguridad condiciones proporcionara valor afiadido a las muestras, ya que permitird asegurar su calidad y
Conservacion trazabilidad.
Biobanco Nos proponemos ofrecer una visién general de las recomendaciones relativas a la seguridad bioldgica,

transporte y conservaciéon de muestras biologicas destinadas a la investigacion biomédica en el ambito de
las enfermedades respiratorias, de acuerdo con la legislacién vigente.
© 2009 SEPAR. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

Enfermedades respiratorias

Biological Safety in the Storage and Transport of Biological Specimens From
Patients With Respiratory Diseases Used in Research Settings

ABSTRACT

Keywords: Major advances in genomics and proteomics have prompted the creation of biological specimen collections
and biobanks for use in biomedical research. These specimen collections and the wealth of data they

Biological specimen R . . .
e P generate will allow longitudinal studies to be conducted and subproducts such as DNA or RNA to be

Biosafet, . ! .
5;2: eey obtained. They may even be used in future studies.
Biobagnk To ensure specimen integrity, from the outset it is necessary to define procedures for sampling,

transport and storage, the subproducts to be obtained, and the end purpose, as well as to address biosafety
issues and arrange for suitable equipment monitoring. Strict control of these conditions will confer added
value on the specimens, as quality and traceability would be assured.

This article aims to provide a general overview of the recommendations concerning biological safety,
transport, and storage of biological specimens for biomedical research into respiratory diseases in
accordance with current legislation.
© 2009 SEPAR. Published by Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Respiratory diseases

Introduccion Durante afios los excedentes de las muestras biolégicas

obtenidas en el ambito del diagnostico se archivaban con vistas

Las muestras biologicas, a menudo con miltiples datos a una posible comprobacién diagnoéstica o la hipotética realizacion

asociados, constituyen actualmente un material imprescindible y de algtin proyecto de investigacion futuro. En la actualidad, en el

preciado de estudio, ademas de una herramienta fundamental en propio disefio de los proyectos de investigacion ya consta la

el ambito de la investigacion biomédica. posibilidad de aprovechar dichas muestras para finalidades

cientificas. Por lo tanto, es aconsejable que, en el momento de

obtener muestras bioldgicas para diagnostico o para determinados

estudios, se prevea la posibilidad de su conservacion en unas
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Desde el punto de vista ético, cualquier estudio o proyecto de
investigacion que incluya la obtencion de muestras biologicas
debera contar obligatoriamente con el consentimiento informado
del donante y con la correspondiente aprobacion del comité ético
de investigacion clinica. Este comité velard para que prevalezca
siempre el interés del paciente y para que no se interfiera en su
diagnostico y/o manejo clinico (tratamiento, seguimiento, evolu-
cion). Desde el punto de vista de la bioseguridad, debera cumplir
con la legislacion vigente referida a la obtencién, transporte y uso
de muestras biologicas humanas.

Por otra parte, la complejidad que entrafian tanto la obtencion
de las muestras y de sus datos asociados como su conservacion a
largo plazo obliga a optimizar todos los procesos. Para ello sera
necesario obtener, con el menor coste posible, la cantidad
suficiente de cada una de las muestras (sangre total, esputo,
biopsia, etc.) para permitir la posterior obtenciéon de submuestras
(ADN, ARN, proteinas, células, etc.) en las mejores condiciones de
extraccion posibles. También sera fundamental disponer de unas
instalaciones que permitan su procesamiento y almacenamiento
en condiciones Optimas de seguridad y temperatura, asi como
contar con unas buenas bases de datos para procesar toda la
informacion asociada.

Estas colecciones ordenadas y controladas permitiran obtener
la trazabilidad de las muestras y representaran una garantia en
cuanto a la reproducibilidad de los resultados. También facilitaran
la posibilidad de participar en redes o proyectos multicéntricos y
compartir o ceder muestras entre diversos proyectos de investi-
gacion. Disponer de unos protocolos estandarizados de trabajo
que incluyan procedimientos para un correcto transporte y
almacenamiento de las muestras, aunque costoso desde el punto
de vista logistico, se ha convertido en un factor decisivo sobre todo
en estudios a largo plazo y en estudios longitudinales, en los que
es fundamental mantener la integridad de las muestras almace-
nadas.

Todos estos factores son los que, a su vez, hacen que sea cada
vez mas frecuente la creacion de biobancos, colecciones de
muestras que se han recogido siguiendo unas normas de trabajo,
que se han transportado y almacenado segtn las recomendaciones
actuales, que disponen de datos asociados a las muestras y que
cumplen con los requisitos éticos y legales’.

La presente revisién se centra en los procesos y las recomen-
daciones que afectan a la seguridad biolodgica, el transporte y el
almacenamiento de las muestras biologicas obtenidas especifica-
mente en el ambito de las enfermedades respiratorias y
destinadas a la investigacion biomédica, incluidas aquellas que,
por su caracter genérico, son tiles para cualquier enfermedad. No
obstante, la mayoria de las recomendaciones dependeran
de los productos a obtener o de los analisis posteriores a los que
se someteran dichas muestras. Por lo tanto, muchas de ellas
también serdn comunes a otros procesos patologicos de distinto
origen.

Origen y obtencion de las muestras biologicas

En la ley espafiola de investigacion biomédica? se define como
muestra biolégica “cualquier material bioldgico de origen humano
susceptible de conservacion y que pueda albergar informacion
sobre la dotacion genética caracteristica de una persona”.

A continuacion se describen las muestras —y los productos que
se pueden obtener— mas utilizadas en el ambito de las
enfermedades respiratorias. Figuran tanto las mas genéricas,
comunes a diversas enfermedades (biopsias de tejido, orina o
sangre periférica), como las mas especificas, de procedencia
respiratoria. Cabe decir que no todas las muestras aqui definidas

se usan de forma sistematica en investigacion biomédica, aunque
todas ellas tienen un gran valor diagnostico.

e Esputo: permite analisis microbiologicos, de factores solubles y
citologicos.

e Condensado de aire exhalado: permite el andlisis de
moléculas localizadas en el parénquima pulmonar y la via
aérea.

e Broncoaspirado: muestra de secreciones bronquiales, que
permite el estudio citologico y microbiolégico.

e Lavado broncoalveolar: procedimiento diagnostico realizado
durante la fibroscopia mediante fibra Optica para obtener
material procedente del intersticio alveolar (células, micro-
organismos y sustancias solubles).

e Catéter protegido o catéter microbioldgico: procedimiento
diagnostico para el estudio de la infeccién bacteriana.

e Cepillado bronquial citolégico: técnica endoscopica para obtener
células procedentes de la via aérea inferior o de lesiones del
parénquima pulmonar.

e Puncion aspirativa transbronquial: procedimiento diagnostico
para la obtencion de células de diferentes localizaciones, tales
como mediastino, lesiones pulmonares, lesiones endobron-
quiales, lesiones en el hilio y mediastino peribronquial y
peritraqueal.

e Biopsia bronquial y biopsia pulmonar transbronquial: son
técnicas broncoscopicas que permiten obtener tejido bronquial
y pulmonar, respectivamente.

e Puncion aspirativa con aguja fina transtordcica y biopsia
aspirativa transtordcica: técnica que permite la obtencion de
muestras de células (habitualmente para el diagndstico de
neoplasia pulmonar periférica) y de gérmenes (para el
diagnostico de neumonia).

e Biopsia pulmonar quirtirgica: para la obtencion de tejido.

e Puncion aspirativa con ultrasonografia endoscopica digestiva:
permite obtener muestras citologicas de lesiones y ganglios del
mediastino inferior y ventana aortopulmonar.

e Liquido pleural (toracocentesis): analisis microbioldgico y
citolégico.

e Biopsia pleural: obtencion de tejido.

e Miisculo esquelético: la obtencion de biopsias musculares,
especialmente de los musculos de las extremidades inferiores
(cuadriceps), permite realizar estudios en pacientes con
enfermedades respiratorias crénicas que presentan alteracio-
nes de tipo metabdlico y limitacion al esfuerzo.

e Muestras de otros territorios: también es Gtil obtener muestras
de otros territorios, como biopsias cutaneas y de la mucosa
nasal, siempre que haya una relacion entre dichos 6rganos y la
correspondiente afectacion pulmonar.

Todas las muestras mencionadas deben considerarse siempre
potencialmente patégenas y, por lo tanto, deben seguirse en todo
momento las medidas de prevencién de riesgos relacionados con
la exposicion a agentes bioldgicos®, asi como las recomendaciones
de bioseguridad en el laboratorio de la Organizacion Mundial de la
Salud®.

Preservacion de las muestras biologicas

La obtencién de muestras para la investigacion biomédica
nunca debera interferir en el diagnostico o el manejo clinico
estandarizado del paciente, y muy especialmente en aquellos
casos en que se obtienen mediante técnicas invasivas. Las
muestras con potencial finalidad diagnoéstica deberan ser anali-
zadas en primer lugar por un anatomopatélogo, quien decidira la
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Tabla 1
Estandares basicos de criopreservacion

Temperatura Importancia bioldgica

QY

0a+4 Temperatura a la que se deben realizar las manipulaciones del
material fresco

-20 Limite de movilidad proteica, estabilidad de ADN

—-80 Estabilidad de ARN, almacenamiento de tejidos

—150 a —196 Almacenamiento recomendado de células

parte y/o el tamaiio del material que se podra utilizar para la
investigacion®.

Para que estas muestras tengan valor diagnoéstico y a la vez
puedan utilizarse en la investigacion habra que cumplir una serie
de protocolos. Algunos de ellos seran muy generales, mientras que
otros seran mas especificos del tipo de muestra o del ambito de
estudio. La calidad de las muestras vendra dada tanto por su
rapida obtencién como por un correcto procesamiento y trans-
porte hasta el laboratorio. Todo ello es tan importante como su
conservacion a largo plazo.

A continuacion se detallan algunas recomendaciones basicas,
comunes a varias sociedades, como la Sociedad Internacional de
Repositorios Bioldgicos y Ambientales (ISBER)®, la Organizacioén de
Cooperacién y Desarrollo Econémico (OECD)’, y la Agencia
Internacional para la Investigacién sobre Cancer (IARC)”:

1. Protocolos estandarizados de trabajo. Es importante disponer de
ellos en lo referente a temperaturas de obtencion, transporte y
almacenamiento. También es imprescindible contar
con registros y anotar las incidencias y variaciones
respecto a esas normas (p. ej., un tiempo de transporte
excesivo, una extraccion mas larga o a una temperatura no
recomendada).

2. Fraccionamiento y alicuotado. Es aconsejable realizarlo en el
momento de la obtencion. De esta manera se evitaran cambios
de temperatura y manipulaciones posteriores que afectaran a
la calidad de las muestras o a la expresion de algunos
marcadores®.

3. Eleccion de los contenedores idéneos para las muestras. Es un
punto importante. Los contenedores deben elegirse de antemano
teniendo en cuenta el tiempo que se van a mantener las
muestras, la temperatura a la que se van a almacenar y el
procesamiento o0 andlisis a que seran sometidas. Otro
punto que cabe destacar es la importancia de definir un
identificador Gnico de la muestra que resista perfectamente las
condiciones de almacenamiento y/o procesamiento, y que debe
seguir siendo legible al finalizar éstos. La codificacion no debe
permitir que se identifique a la persona de la que proviene la
muestra. Todas las muestras dispondran de un consentimiento
informado y estaran anonimizadas o codificadas, o bien seran
totalmente anénimas, tal como prevé la Ley de Investigacion
Biomédica®.

4. Supervision de los equipos de almacenamiento. Asimismo hay
que disponer de equipos de emergencia o sistemas
alternativos por si se produjeran fallos en los sistemas de
almacenamiento.

5. Intervalos de temperatura 6ptima. Existen intervalos de tempe-
ratura que se consideran estandares para unos determinados
tipos de muestra o para unos determinados procesos. En la
tabla 1 se muestran las normas basicas de criopreservacion.
Estas temperaturas son recomendaciones generales, que
deberan revisarse en funcién del uso final de las muestras o
del tiempo de almacenamiento.

Caracteristicas esenciales de preservacion de los diferentes tipos
de muestras

Biopsias de tejidos sélidos

Para este tipo de tejido hay unas recomendaciones elaboradas
por los miembros del Banco Europeo de tejido tumoral congelado
(TuBaFrost) y ampliamente aceptadas®. En el momento de la
obtencion el tejido debe recogerse en un recipiente cerrado y
mantenerse en frio, sin afiadir ningin medio liquido. Deberia
disponerse de un registro del lapso de tiempo que transcurre entre
la escision u obtencién de la muestra y la congelacion, ya que,
como se vera mas adelante, el tiempo transcurrido puede hacer
que disminuya la calidad de las muestras.

Por lo que respecta al tipo de congelacion, puede realizarse
sumergiendo las muestras en nitrogeno liquido (N,L) o bien
mediante congelacion en isopentano previamente enfriado. La
congelacion por inmersion en N,L, aunque rapida y facil, no es la
mejor opcion, ya que provoca la apariciéon de crioartefactos que
pueden afectar algunas técnicas citologicas. El procedimiento
recomendado tanto por la IARC como por el TuBaFrost es la
congelacién en isopentano”®. Este procedimiento puede resultar
complejo, pues no es sencillo disponer del equipo necesario en el
lugar donde van a obtenerse las biopsias y/o muestras. En el caso
de que las muestras vayan a utilizarse en histologia debe evitarse
la congelacion lenta del tejido en congelador de —80°C, ya que
dificulta mucho la obtenciéon de cortes de criostato de buena
calidad debido a la formacién de cristales de hielo. El almacena-
miento definitivo dependera de la futura utilizacion de este tejido.

Un tiempo de isquemia prolongado puede provocar degrada-
cion en algunas de las submuestras que se pueden obtener (p. €j.,
en el ARN)'®, Un estudio de Spruessel et al'' demuestra como el
tiempo de isquemia afecta a los patrones de expresion génica y
proteica. Este estudio analiz6 los cambios que se producen a partir
de los 5 min de isquemia y hasta los 30 min. En este Gltimo punto
la expresion génica y proteica variaba un 20% respecto a la basal.
Por otra parte, el trabajo de Huang et al'?, realizado con muestras
de cancer de colon, demuestra que los tiempos de isquemia
inferiores a 20min mantienen de forma bastante estable los
patrones de expresidn génica, mientras que éstos se ven afectados
de forma importante a partir de los 40 min. Basandose en estos y
otros estudios, TuBaFrost recomienda que el tiempo transcurrido
entre la escision y la congelacion no supere los 30min. En
cualquier caso, siempre que el tiempo sea inferior a las 2h, la
muestra se congelara, pero se indicara el tiempo transcurrido
entre la escision y la congelacion. Teniendo en cuenta estos
resultados y recomendaciones, seria conveniente fijar un tiempo
maximo en funcién del uso final del tejido. Si el tiempo que
transcurre es superior al que se estableci6 en el protocolo, se
decidira si se acepta el tejido, anotando el tiempo transcurrido, o
bien si se descarta la muestra.

Si el tejido se va a utilizar para la extraccion de ADN, algunos
estudios muestran que la estabilidad a —80°C se mantiene a lo
largo del tiempo, mientras que la integridad del ARN disminuye a
partir de los 5 afios de almacenamiento'®. Otros autores han
descrito que la estabilidad del ADN y del ARN se mantiene durante
una década si el tejido ha estado almacenado en vapores de N,L'4.

Sangre periférica

Es una de las muestras habituales en las colecciones porque a
partir de ella se pueden obtener varias fracciones y realizar
estudios de un amplio espectro de moléculas. Puede cubrir
estudios de genomica, protebmica, metabolomica y parametros
hematoldgicos. Es sencilla y barata de obtener. Los factores que
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pueden afectar la estabilidad de las muestras son principalmente
los anticoagulantes, los estabilizantes, la temperatura, el tiempo
entre la extracciéon y el procesamiento, la esterilidad y los factores
endégenos de degradacién como el contenido de enzimas'®. Es de
gran importancia seleccionar los anticoagulantes con los que se va
a recoger la sangre, ya que esto condicionara los estudios futuros;
por ejemplo, el uso de cualquier anticoagulante induce la
produccién de citocinas in vitro's. De las muestras de sangre
recogidas con citrato de dextrosa se obtienen un ADN y un ARN de
buena calidad, y se recupera un nimero de linfocitos superior para
cultivo celular. El uso de acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
proporciona buenos resultados en la extraccion de ADN, pero da
problemas para estudios citogenéticos. Para producir lineas
celulares inmortalizadas es necesario recoger la sangre con citrato
de dextrosa. Por el contrario, la heparina tiene un efecto adverso
sobre la proliferacion de linfocitos T y afecta ademas a la
extraccion de ADN vy a las técnicas de amplificacion por reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). Para estudios de metabolomica
el mejor anticoagulante es la heparina de litio.

En algunos estudios epidemioldgicos se recoge sangre total
Gnicamente en icido etilendiaminotetraacético'”'¥, mientras que
en otros se obtienen muestras en diversos anticoagulantes para
asi disponer de un amplio abanico de posibilidades futuras'®.

Otro factor que debe tenerse en cuenta es el tiempo entre la
obtencion y el procesamiento. El tiempo que transcurre es mas o
menos critico en funciéon de los componentes por los que se tenga
interés y de su estabilidad. Algunos estudios han analizado la
importancia de la etapa preanalitica en los resultados finales?°.
Para determinados parametros un periodo de como minimo 24 h
antes del procesamiento y analisis puede dar lugar a variaciones
significativas en un 25% de las muestras analizadas?!. La viabilidad
celular disminuye de forma apreciable a partir de las 48 h, aunque
algunos estudios, como el de Bull et al??, en que se comparan 2
tiempos de procesamiento distinto (a las 8 y 24 h de obtener la
muestra), describen una disminucion de la viabilidad y una
menor secrecion de citocinas en las muestras procesadas a partir
de las 24 h.

Fracciones de la sangre

Si se quieren obtener células para la extraccion de ADN o ARN,
sera suficiente con realizar un gradiente de centrifugacion, a partir
del cual se podra separar el plasma, la fraccion leucoplaquetaria y
la fraccion de eritrocitos. Se prepararan alicuotas de cada una de
las fracciones obtenidas y se almacenaran a —80 °C.

Si ademas se requieren células para una posterior inmortali-
zacién, hay varios métodos descritos en la bibliografia. Los
linfocitos transformados con el virus de Epstein-Barr son
una fuente inagotable de ADN. Hay varias posibilidades: por un
lado, la extraccion y transformaciéon inmediata, y por otro, la
extraccion, separacion celular y criopreservacion para una
transformaciéon futura. Existe bibliografia que confirma que
la criopreservacion a largo plazo no afecta de forma significativa
a la viabilidad de las células B y tampoco a los indices de
transformaci6n®3-2°,

Las células criopreservadas se almacenaran siempre a —150 °C
en vapores de N,L?. El transporte de estas muestras se realizara
en un contenedor seco de nitrogeno, para evitar que disminuya la
viabilidad celular?’.

Otra de las fracciones que se pueden obtener a partir de la
sangre total es el suero. Es la fraccion recomendada para obtener
resultados en bioquimica clinica y en estudios metabolicos. Es
igualmente importante conservar parte de esta muestra para
estudios futuros. En grandes estudios epidemiol6gicos en los que
se analizarda un gran ndmero de parametros en suero se

recomienda recoger las muestras de sangre en tubos de plastico
siliconados'®.

Orina

Es otra de las muestras habituales en las colecciones!>!>18 ya
que es una muestra sencilla y barata de obtener, que permite
realizar estudios de un amplio espectro de moléculas: ADN,
protedbmica, metabolémica. Es habitual el almacenamiento du-
rante largos periodos de tiempo a —80°C>'8,

Esputo

A partir de las muestras de esputo, y siguiendo los protocolos
de procesamiento de Djukanovi¢ et al?%, es posible obtener tanto
el sobrenadante (que se utilizara para la determinacion de factores
solubles y de marcadores de inflamacién®®) como células®®.
Ambos tipos de productos se almacenaran a —80°C. A partir de
los botones celulares congelados del esputo es posible obtener
ADN y/o ARN%,

Condensado de aire exhalado

Este tipo de muestra permite determinar de forma no invasiva
la inflamacién pulmonar®'2, Contiene un amplio niimero de
mediadores, como adenosina, amonio, peréxido de hidrogeno,
isoprostanos, leucotrienos, 6xido de nitrogeno, péptidos y cito-
cinas. Las sociedades norteamericana y europea de neumologia
han emitido recomendaciones metodologicas especificas que
incluyen la temperatura de almacenamiento®, En algunos
estudios, como el de Lehtonen et al**, las muestras se han
almacenado a —70 °C hasta su utilizacion futura.

Lavado broncoalveolar

Es el sistema habitual para obtener muestras procedentes del
intersticio alveolar (células, microorganismos y sustancias solu-
bles)*>. Los primeros 10ml se procesan de forma separada para
obtener el lavado bronquial. El resto se deposita en tubos
siliconizados y se transporta en hielo al laboratorio, donde se
centrifuga a 400g durante 5min y se recuperan las células. Los
sobrenadantes se alicuotan y se almacenan a —80°C3®. Los
botones celulares se congelaran inmediatamente y se almacena-
ran a —80 o —196 °C, segin los analisis o estudios que vayan a
realizarse en el futuro.

Broncoaspirado

De los broncoaspirados se podran realizar cultivos microbio-
l6gicos diagnoésticos y también obtener células para posteriores
estudios moleculares. En este Gltimo caso las células se almace-
naran a —80°C o en N,L en funcién de los estudios que se vayan a
realizar con posterioridad.

Otras técnicas para la obtencion de muestras

Por lo que respecta a las muestras obtenidas mediante puncion
aspirativa transbronquial, puncién aspirativa con aguja fina
transtoracica y biopsia aspirativa transtoracica, en todos los casos
la muestra que se obtendrd es equivalente a una biopsia de
tejido®”2® y, por lo tanto, se seguirin las recomendaciones
descritas en el apartado “Biopsias de tejidos solidos”.

En el caso de los cultivos celulares, las muestras se criopre-
servaran y almacenaran en N,L. En el caso de los bloques y de las
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Tabla 2
Temperaturas recomendadas segin el tipo de muestra para almacenamiento a
largo plazo

Muestra biologica Temperatura recomendada almacenamiento (°C)

Orina —80%/-150
Sangre total con DMSO —80*P
Plasma —80*P, —150°
Suero —80%P, —150°
Capa leucoplaquetaria —150*P
Células linfo/mononucleares —150%P
Lineas celulares —150%P
Tejidos homogeneizados -150?
Lavados pleurales —80%/—-150°

DMSO: dimetil sulf6xido.
La temperatura de los vapores de nitrogeno (—150°C) es suficiente para el
almacenamiento de cualquier muestra y es innecesario el almacenamiento en
nitrogeno liquido (—196°C). Recomendacion de la Australasian Biospecimen
Network (ABN).

2 Recomendaciones de la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer
(IARC) de la Organizacién Mundial de la Salud.

b Recomendaciones de ABN.

células en botones celulares, se congelaran rapidamente y se
almacenaran a —80°C o en N,L en funcién de su utilizacién futura.

En la tabla 2 se han resumido las recomendaciones de
diferentes organismos internacionales sobre las temperaturas de
conservacion a largo plazo.

Productos

La obtencién de diversos productos a partir de las muestras
iniciales (células, tejidos, sangre u orina) sera el objetivo final de
muchos de los estudios de protedmica y genémica. En la
bibliografia cientifica y entre los grupos de trabajo de organismos
internacionales no hay unas recomendaciones comunes para el
almacenamiento del ADN, ARN y proteinas. En la bibliografia
cientifica si se describe mayoritariamente el almacenamiento del
ARN a —70°C3° o —80°C*.

En el caso del ADN la variabilidad es mayor y las recomenda-
ciones de temperatura estan en funcion del periodo previsto de
almacenamiento. En la tabla 3 se detallan algunas de las
recomendaciones de diversos estudios respecto al almacenamien-
to del ADN, que varia entre +4°C y —80°C. En la tabla se recogen
las temperaturas de almacenamiento que los principales proyec-
tos sobre gendmica de poblaciones estan utilizando en la
actualidad. Algunos de estos proyectos almacenan diferentes
alicuotas de ADN a diferentes temperaturas. Un ejemplo de esto
seria el Banco Nacional de ADN de Salamanca, que para un
almacenamiento inferior a 2 meses recomienda +4°C; para un
almacenamiento a corto plazo (hasta un afio), —20°C, y para
periodos superiores al afio, —80 °C.

También existe la posibilidad de almacenar gotas de sangre o
de otros fluidos sobre papel FTA (papel de filtro tratado) a
temperatura ambiente para la posterior extraccion de ADN. El
estudio de Burger et al*' demuestra que es posible obtener ADN
de muestras de saliva almacenada en papel FTA mantenido a
temperatura ambiente durante 2 afios, aunque en otro estudio
similar Sigurdson et al*?> no consiguen obtener ADN de calidad con
el mismo tipo de muestras almacenadas durante 7 afos a
temperatura ambiente. Rajendram et al*?, que realizaron un
estudio con suspensiones bacterianas, concluyen que es posible
obtener ADN de buena calidad de estas muestras después de 3
afios de almacenamiento a temperatura ambiente. Por ltimo,
Galaal et al**, que almacenaron a temperatura ambiente células
tumorales de ovario sobre papel FTA, obtuvieron ADN de buena

Tabla 3
Recomendaciones para el almacenamiento de ADN

Estudio Temperatura (°C)
+4 -20 -40 —80 —-196
EGP X
FINRISK 2002 X X
GS-SFHS X
JFHS X X X
KORA-gen X X
Life-Gene X X
PMRP X X X
BNADN X X X
STAGE X
TwinGene X

BNADN: Banco Nacional de ADN; EGP: Proyecto Genoma de Estonia; FINRISK
2002: estudio poblacional finlandés de factores de riesgo en enfermedades de
declaraciéon no obligatoria; GS-SFHS: Generacion Escocia-Estudio de Salud en
Familias Escocesas; JFHS: Estudio de Salud en Familias de Joondalup; KORA-gen:
estudio de habitos de vida y salud en la region de Augsburg; Life-Gene: estudio
prospectivo de cohorte en salud y estilos de vida que se lleva a cabo en Suecia;
PMRP: Proyecto de Investigacion en Medicina Personalizada de la Cinica
Marshfield; STAGE: estudio sueco de gemelos adultos: genes y ambiente;
TwinGene: estudio sueco basado en parejas de gemelos para determinar factores
ambientales y genéticos en las enfermedades cardiovasculares.

calidad al cabo de 5 afios y ARN después de 6 meses de
almacenamiento.

Son varios los estudios que han analizado la estabilidad de
diversas proteinas y metabolitos después de largos periodos de
almacenamiento. Algunos concluyen que no hay variaciones en las
concentraciones de diversas proteinas séricas cuando han estado
almacenadas a —70°C*>5, En cambio otros, como el de Basit et
al?’, concluyen que un almacenamiento a —70 °C durante mas de 2
afios si puede afectar a las concentraciones séricas de determi-
nadas proteinas. Shih et al*® describen asimismo un efecto sobre
los valores de lipidos y lipoproteinas en suero como consecuencia
del tiempo de almacenamiento a —70°C.

Transporte de muestras bioldgicas: definiciones y clasificacion

En primer lugar se definen los términos mas empleados en las
recomendaciones internacionales y en la legislacion.

Se define como sustancia infecciosa aquella que se sabe o se
cree fundadamente que contiene agentes patdgenos (micro-
organismos o priones) que pueden causar enfermedades en
humanos o animales. Esta definicion se aplicara a todas las
muestras excepto las excluidas explicitamente. Las sustancias
infecciosas se dividen en 2 categorias:

e Sustancia infecciosa de categoria A: la exposicion a este tipo de
sustancia puede causar una incapacidad permanente, poner en
peligro la vida o provocar una enfermedad mortal para seres
humanos o animales previamente sanos. Algunos ejemplos
serian cultivos de Mycobacterium tuberculosis, virus de la gripe
aviar hiperpatégena, Chlamydia psittaci (cepas aviares) y
Bacillus anthracis, entre muchos otros. A las sustancias de este
grupo se les asignara el nimero UN 2814, que es una
identificacion de mercancia peligrosa. La designacion oficial
de transporte de UN 2814 es: “sustancia infecciosa que afecta a
humanos”.

e Sustancia infecciosa de categoria B: toda sustancia infecciosa
que no cumple criterios para entrar en la categoria A. A las
sustancias de la categoria B se les asignara el nimero UN 3373,
y la designacion oficial para el transporte sera: ‘“sustancia
biologica de categoria B”.
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Sustancia objeto de clasificacion
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¢, Se sabe que no contiene sustancias infecciosas?

¢Es una muestra de sangre seca sobre papel filtro?

¢Es un desecho médico o clinico descontaminado?
¢ Es para transfunsion o trasplante?

¢ Los agentes patégenos que pudiera contener han sido inactivados y ya no representan un riesgo para la salud?

¢, Contiene microorganismos que no son patégenos para los seres humanos o animales?

¢ Esta en una forma tal que los posibles agentes patdgenos existentes han sido inactivados y ya no supone un riego para la salud?
¢ Es una muestra medioambiental que no se considera que suponga un riesgo significativo de infeccion?

¢ Es una muestra fecal para el diagnéstico de hemorragia digestiva inadvertida?

Si

No, o no
se sabe

¢, Se ajusta a la definicién de sustancia
de categoria A?

No Si, o no
se sabe

¢, Se ha emitido un juicio profesional informado,
basado en el historial médico conocido, los sintomas
y circunstancias particulares de la fuente, humana

o animal, y las condiciones locales endémicas que
determine que la probabilidad de que haya presencia
de agentes patdégenos es minima?

Si

No, o no se sabe

No sujeto a los requisitos

de transporte de mercancias
peligrosas, a no ser que
cumpla los criterios
correspondientes a otra
divisién o clase

Sujeto a las disposiciones
pertinentes para

“muestra humana exenta”
0 “muestra animal exenta”

Muestras para diagnostico,
muestras clinicas

o sustancias infecciosas
de categoria B adscritas

al UN 3373

Sustancia infeciosa que
afecta a los seres humanos
adscrita al UN 2814,

o sustancia que afecta a los
animales Unicamente
adscrita al UN 2900

Figura 1. Arbol de decisiones para la clasificacion de las muestras bioldgicas segiin codigos UN. (Diagrama obtenido de la Guia sobre la reglamentacion relativa al transporte

de sustancias infecciosas, 2007-2008°, de la Organizacién Mundial de la Salud.)

Existen excepciones, conocidas como muestras exentas. Son
muestras que presentan un riesgo minimo de contener agentes
patégenos. Deben transportarse en un embalaje igual que las
muestras UN 3373 (embalaje de 3 elementos, que se describe mas
adelante) e identificarse como “muestra humana exenta”. Ahora
bien, para que una muestra pueda considerarse exenta, se
requerird una opiniéon profesional basada en el historial médico
conocido, sintomas y condiciones locales endémicas. Algunos
ejemplos de muestras que pueden considerarse exentas son:
derivados de anadlisis de sangre o de orina utilizados para
determinar concentraciones de colesterol o de hormonas, gluce-
mia y muestras para andlisis de farmacovigilancia terapéutica,
entre otras.

Con objeto de clasificar de forma simple las sustancias
infecciosas para su transporte, la Organizacion Mundial de la
Salud, en su Guia sobre la reglamentacion relativa al transporte de
sustancias infecciosas, 2007-2008%°, ofrece un arbol de decisiones
que puede ser muy (til para asignar las muestras biolégicas a un
determinado c6digo de mercancia peligrosa (fig. 1).

Embalaje segiin clasificacion

Sustancias infecciosas incluidas en el niimero UN 3373

Se utilizara el sistema triple de embalaje, incluso para el
transporte local por carretera, y se seguiran las instrucciones de
embalaje 650 (PI650) de la Organizacion de las Naciones Unidas,
que se resumen a continuacion. En general, para este
grupo, los embalajes deben ser de buena calidad a fin
de evitar posibles incidentes, y constaran de un sistema triple
(un recipiente primario, un embalaje/envase secundario y un
embalaje/envase exterior). Ademas, el envase primario se envol-
verd con un material absorbente por si hubiera un derrame
accidental. El embalaje exterior se identificara con el
simbolo correspondiente y con la designacion oficial de transpor-
te: «Sustancia bioldgica de categoria B». (Hay algunas especifica-
ciones exclusivas para el transporte aéreo®® que no se detallan
aqui.) En la figura 2 se muestra el embalaje correspondiente
al UN 3373.
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Tapadera »

impermeable +——— Recipiente primario
Material
absorbente Lista detallada

y de sujecién _~ del contenido

Embalaje ~ Embalaje exterior rigido
secundario

~{.__ Designacién apropiada
para transporte

Etiquetas
de remitente
y destinatario

~ Identificacion del paquete

Figura 2. Esquema de embalajes UN 3373. (Esquema obtenido de la Guia sobre la
reglamentacién relativa al transporte de sustancias infecciosas, 2007-2008%°, de la
Organizacion Mundial de la Salud.)

Sustancias infecciosas incluidas en el niimero UN 2814

Se utilizard el sistema triple de embalaje, incluso para el
transporte local por carretera. Las sustancias infecciosas de la
categoria A solo pueden transportarse en embalajes/envases que
cumplan las especificaciones correspondientes a la clase 6.2 de
Naciones Unidas y la instrucciéon de embalaje 602 (PI602), que son
las mismas que las definidas para el grupo UN 3373. Ademas, estas
muestras cumpliran el siguiente requisito: los embalajes/envases
interiores que contengan sustancias infecciosas no se agruparan
con embalajes/envases interiores que contengan mercancias que
no sean afines.

Por otra parte, las sustancias infecciosas incluidas en el nimero
UN 2814 se embalaran/envasaran con arreglo a las siguientes
disposiciones:

1. Sustancias expedidas a temperatura ambiente o superior: los
recipientes primarios seran de vidrio, de metal o de plastico.
Para asegurar la estanqueidad se utilizaran termosoldaduras,
tapones de faldon o capsulas metalicas encastadas. Si se
emplean tapones roscados, se reforzaran con bandas, cinta
adhesiva o cierres de fijacion fabricados para tal fin.

2. Sustancias expedidas refrigeradas o congeladas: el hielo, el
hielo seco u otro producto refrigerante se colocara alrededor
del envase secundario o bien en el interior de un sobreemba-
laje que contenga uno o varios bultos completos marcados
segln lo prescrito. Se colocaran calzos interiores para que el
embalaje secundario se mantenga en su posicion inicial cuando
el hielo o el hielo seco se hayan fundido o evaporado. Si el
refrigerante es hielo, el embalaje exterior o el sobreembalaje
habran de ser estancos. Si el refrigerante es hielo seco, el
embalaje exterior o el sobreembalaje habran de permitir la
salida del gas carbénico. El recipiente primario y el embalaje/
envase secundario conservaran su integridad a la temperatura
del refrigerante utilizado.

3. Sustancias expedidas en N,L: se utilizaran recipientes prima-
rios de plastico capaces de soportar temperaturas muy bajas. El
embalaje/envase secundario también habra de poder soportar
temperaturas muy bajas y, en la mayoria de los casos, tendra
que ajustarse sobre el recipiente primario individualmente. Se
aplicaran asimismo las disposiciones relativas al transporte de

‘LT;_.;-& - Tapadera
| | _ Lista detallada
—"" del contenido

Tubo primario —-

- Material absorbente

Embalaje
secundario ~ -

- Envase exterior

_“__‘ Signo

e . -~ orientacion

-m- ‘o 10 paquete
Marca

" especificaciones
Naciones Unidas

Figura 3. Esquema de embalaje UN 2814. (Esquema obtenido de la Guia sobre la
reglamentacién relativa al transporte de sustancias infecciosas, 2007-2008*°, de la
Organizaciéon Mundial de la Salud.)

N,L. El recipiente primario y el embalaje/envase secundario
conservaran su integridad a la temperatura del N,L.

4. Las sustancias liofilizadas también podran transportarse en
recipientes primarios consistentes en ampollas de vidrio
termoselladas o frascos de vidrio con tapén de caucho y
precinto metalico.

Sea cual fuere la temperatura prevista para la sustancia durante
el transporte, el recipiente primario o el embalaje/envase
secundario habran de poder resistir, sin que se produzcan fugas,
una presion interna que produzca una diferencia de presiéon de no
menos de 95 kPa y temperaturas de —40 a +55 °C.

En la figura 3 se detalla el embalaje correspondiente al UN
2814.

Exportacion e importacion de muestras biologicas

La entrada en vigor de la ley espafiola de investigacion
biomédica ha supuesto algunos cambios por lo que respecta a la
importacion y exportaciéon de muestras biologicas. Para cualquier
muestra que sea cedida a terceros o que provenga de centros
extranjeros se debera cumplir el real decreto sobre importacion y
exportacion de muestras biol6gicas®’. Este real decreto especifica
las condiciones para la importacion y exportacion de muestras
biolbgicas y establece un registro voluntario que permite la
importacion y exportaciéon continuas, independientemente de la
finalidad (diagnéstica, analitica o de investigacion). Se considera
muestra biologica cualquier material humano o de otra proce-
dencia, asi como cualquier sustancia, patégena o no, que se
destine al diagnostico o investigacion en seres humanos, incluidas
las sustancias infecciosas. La inscripcion en dicho registro exime
de la obligacién de presentar ciertos certificados en importaciones
o exportaciones. Los importadores y exportadores inscritos
deberan renovar la documentacion cada 5 afios o actualizarla
cuando haya una modificacién en el tipo de muestra destinada a la
importacion o exportaciéon. La falta de renovaciéon o cualquier
variacion en el tipo de muestras dara lugar a la baja en el registro
de importadores y exportadores.

Conclusiones

Las recomendaciones mas relevantes para la recogida, el
procesamiento, transporte y almacenamiento de muestras biold-
gicas indican que cualquier biobanco deberia contar desde el
inicio con unos protocolos de obtenciéon, manipulaciéon y
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almacenamiento que permitan una adecuada utilizacion futura de
las muestras biolégicas. En el momento de la obtencion es
fundamental la correcta identificacion de la muestra, asi como
un tiempo de extraccion, transporte y procesamiento lo mas corto
posible con el fin de garantizar la estabilidad de las moléculas
objeto de estudio. Es igualmente importante disponer de un buen
equipamiento con sistemas de seguridad suficientes para unos
correctos almacenamiento y supervision de los equipos. En el
disefio inicial es importante tener en cuenta todos los factores que
pueden influir en la estabilidad de las muestras®?. Las tempera-
turas a las que se almacenaran éstas pueden comprometer los
posibles estudios futuros, y puede ser recomendable reservar
algunas alicuotas en N,L para andlisis futuros de moléculas
desconocidas en la actualidad'®. Por tltimo, cabe recordar que es
igualmente imprescindible conocer bien las normas éticas y
legales tanto en lo relativo a la obtenciéon y manipulacion como
al uso y/o cesion de las muestras.

Los grandes avances en el campo de la genémica pueden ser
ampliamente aprovechados si las colecciones de muestras
cumplen con todos estos requisitos.
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