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OPTIMIZACION DE UNA PCR EN TIEMPO REAL (qPCR) PARA LA DETECCION Y
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RESUMEN

El Herpes Virus Asociado al
Sarcoma de Kaposi es causante de tres
importantes patologias asociadas al
SIDA, que en los tltimos afios han des-
encadenado importantes epidemias,
siendo un objetivo primordial contar
con técnicas altamente sensibles y es-
pecificas para su deteccion y cuantifi-
cacidn, por tal razon nos enfocamos en
optimizar una metodologia molecular,
la PCR en tiempo real (QPCR) donde
me permita evaluar controles positivos
para monitorear el diagnostico con-
fiable y oportuno, en el presente estu-
dio se evalu6é dos controles, una linea
celular BCBL-1 infectada con KSHV
y un Plasmido con un Inserto de 330
pb del ORF26 del KSHV por medio de
una qPCR con sondas tagman en dos
sistemas diferentes de deteccion (FAM-
TAMRRA y FAM-MGB), se optimizo
cada reaccion y se realiz6 una compa-
racion de la eficiencia donde se eligio
la mejor para luego realizar una curva
de calibracion que me permita detec-
tar con alta sensibilidad y cuantificar
el KSHYV, obteniendo como resultado
dos controles positivos; la linea celular
BCBL-1 a una concentracién de 2,8 x
106 copias/ puL (cop/pL) y un plasmido
con una concentraciéon de 6,93 x 109
cop/uL de KSHYV, se obtuvo la optimi-
zacion de las reacciones en ambos sis-
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temas de sonda la cual presento mejor
desempefio la sonda con marcacion
FAM-MGB con un 98% de eficiencia
comparado con un 96% de eficiencia
en el sistema FAM-TAMRRA, la curva
de calibracién se realiz6 con el sistema
FAM-MGB presentando una sensibili-
dad de 1 copia total de genoma viral y
un rango reportable desde 106 copias
hasta 1 copia con una eficiencia de re-
accion de 99%.

PALABRAS CLAVE: BCBL-1, Plis-

mido, qPCR, Sarcoma de Kaposi, Son-
das Tagman.

ABSTRACT

Kaposi’s Sarcoma Associa-
ted Herpes Virus is the cause of three
important pathologies associated with
AIDS, which in recent years have trig-
gered major epidemics, being a primary
objective to have highly sensitive and
specific techniques for their detection
and quantification, for this reason we
focused on optimizing a molecular me-
thodology, the real-time PCR (qPCR)
where I can evaluate positive controls
to monitor reliable and timely diagno-
sis, In the present study two controls, a
BCBL-1 cell line infected with KSHV
and a Plasmid with a 330 bp ORF26 in-
sert of KSHV were evaluated by means
of a qPCR with tagman probes in two

different detection systems (FAM-TA-
MRRA and FAM-MGB), Each reaction
was optimized and a comparison of the
efficiency was made where the best was
chosen. Then a calibration curve was
made which allows me to detect with
high sensitivity and quantify the KSHV,
obtaining as a result two positive con-
trols; the BCBL-1 cell line at a concen-
tration of 2.8 x 106 copies/ pL (cop/pL)
and a plasmid with a concentration of
6.93 x 109 cop/puL of KSHYV, the opti-
mization of the reactions in both probe
systems was obtained, which presen-
ted better performance the probe with
FAM-MGB marking with 98% efficien-
cy compared to 96% efficiency in the
FAM-TAMRRA system, the calibration
curve was performed with the FAM-
MGB system presenting a sensitivity of
1 total copy of the viral genome and a
reportable range from 106 copies to 1
copy with a reaction efficiency of 99%

KEY WORDS: BCBL-1, Plas-
mid, qPCR, Kaposi’s Sarcoma, Tagman
Probes

INTRODUCCION

El virus herpes asociado al
sarcoma de Kaposi (KSHV) es un Her-
pes de ADN bicatenario perteneciente
a la familia Herpesviridae, la particula
viral completa o virién esta formada
por un core central denso y una envol-



tura lipidica de un tamano de 100 a 150
nm, el ciclo de vida viral comprende
los programas virales latentes y liticos,
el genoma de KSHV se mantiene en
las células huésped como un episoma y
durante la etapa latente pocos genes vi-
rales se expresan, el descubrimiento del
virus fue detectando una secuencia de
la proteina menor de capside (ORF26)
en lesiones de pacientes infectados. [1]
Es agente etiologico de tres patologias
importantes ampliamente asociadas a
pacientes con SIDA; La Enfermedad
Multicéntrica de Castleman (MCD), el
Linfoma Primario de Efusion (PEL) y
el Sarcoma de Kaposi (SK), [2] este ul-
timo es un tumor vascular localmente
agresivo que generalmente se presenta
con multiples parches, placas o nédulos
cutaneos, en cuanto a la frecuencia del
SK se ha presentado un aumentado im-
portante en Europa y Estados Unidos
durante la epidemia de SIDA [3] res-
pecto a la deteccion del KSHV la cuan-
tificacion viral permite el seguimiento
de la progresion de la enfermedad y la
respuesta al tratamiento en SK, siendo
util para guiar el tipo o la duracién de la
terapia. [4] La qPCR proporciona una
medida cuantitativa de la replicacion
litica del virus, que se correlaciona con
el riesgo de SK posterior [5] y es una
herramientaa valiosa para monitorear
la viremia, pero no esta disponible en
muchas partes del mundo. [6] En este
trabajo proponemos una metodologia
que aspira a optimizar la técnica de
PCR en tiempo real (qQPCR) implemen-
tando dos tipos de sistemas de Sondas
Tagman; FAM-TAMRA y FAM-MGB
en el marco de lectura ORF26, la cual
nos permita obtener un procedimiento
altamente especifico y sensible como
herramienta para diagnosticar y cuan-
tificar ADN del KSHV en muestras
Biologicas.

METODOLOGIA

El ADN viral se evalué con
dos controles positivos; 1) a partir del
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plasmido pks330 BAM el cual tiene un
fragmento de 330 pb del ORF 26 del
KSHV vy 2) de un stock de ADN viral
total proveniente de células BCBL-1
portadoras de KSHYV, obtenidas a tra-
vés del programa para la Investigacion
del SIDA del INS de Estados Unidos
(NIH AIDS RESEARCH PROGRAM).
Se realiz6 la extraccion del ADN viral
y plasmidico con kits comerciales In-
vitrogen™ Viral Mini Kit y Accuprep °
plasmid mini Bioneer respectivamente.
El ADN viral de BCBL-1 y el plasmi-
do se cuantifico realizando diluciones
1:15 en tris EDTA pHS8 con un espec-
trofotometro a una longitud de onda de
260nm, se midio la pureza con la lectu-
ra de la relacion 260/280 nm, obtenien-
do la concentraciéon en ng/uL, Para el
calculo estimado de namero de cop/uL
del plasmido se utilizé herramientas in-
formatica URI Genomics & Sequencing
Center utilizando la concentracion del
ADN v la longitud del plasmido, para
BCBL-1 se estim¢ las cop/uL partiendo
de un consenso cientifico que cada cé-
lula tiene 80 copias virales, confirman-
dose mediante una comparacién con el
plasmido cuantificado, las solucién Ma-
dre fue de 2x106 cop/pL y soluciones de
trabajo de 2x105 cop/pL para BCBL-1y
solucién madre de 2x107 cop/pL y so-
lucién de trabajo de 2x106 cop/pL para
el Plasmido. Se diseid los Primers y
sondas con el Primer Express Software
v3.0.1, se utilizd concentraciones ma-
dre de 200nM vy soluciones de trabajo
de 10nM, se realizo la verificacion de
los Primers y las sondas con el progra-
ma Primers BLAST NCBI y realizando
amplificaciones de PCR con concentra-
ciones de ADN de 103 cop/pL, para la
optimizacion de reacciones se realizo
un disefio experimental; primero se
optimizo la temperatura de Annealing
de los Primers y sondas realizando am-
plificaciones de qPCR en un ciclador
7500System Applied Biosystem usan-
do una concentracién de ADN de 103
y 104 cop/pL testeando temperaturas
de 57°, 58°, 53°, 56° y 60° C, luego se
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realizd un esquema con todas las po-
sibles combinaciones de los Primers
utilizando tres concentracion 100, 300
y 900 nM para cada primer (Directo y
Reverso) y dos concentraciones 125 y
250 nM para las sondas (Fam-Tamrra
y Fam- MGB), por ultimo se realizé la
eleccion de las dos combinaciones mas
eficientes para cada sistema de sondas,
los criterios de seleccién fueron las re-
acciones que presentaban menor ciclo
umbral (Ct) mayor delta ARn, mejor
R2 y mejor eficiencia de reacciéon para
realizar una curva de calibracion que
permita detectar y cuantificar el KSHV.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se observa las
absorbancias y la concentracién ob-
tenida para cada uno de los controles
positivos realizadas con una dilucién
de 1:15 adicionando 8/uL de ADN +
112 de Tris EDTA pH8. A 260 se mide
la absorbancia de 4cidos nucleicos, la
relacion de 260/280 para medir la pu-
reza del ADN y el volumen final de elu-
cion. La concentracion del plasmido se
obtuvo en base a su longitud en pares
de bases (pb) y su concentracién en ng,
empleando la calculadora del centro de
secuencia y gendmica de URI [7]
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Cuantificacion de ADN y Calculo de cop/puL

Control + Dilucion  260nm  260/280 nm  Concentra cién (ng/ul) Volumen (uL)
BCBL- 1 1:15 0,308 1,9 230 534
Plasmido 1:15 0.210 1,86 29,7 80

Tablal. Resultados de las concentraciones de ADN.

Para el calculo de cop/uL del Control BCBL-1 se parte de la concentracién de obtenida 230 ug/pL, si se estima que
una célula diploide tiene un peso de 6.6 picogramos (pg) y por consenso cientifico una célula de BCBL-1 tiene 80 copias vi-
rales [3] entonces tenemos:

Control Concentracion (cop/ pL)
6.6 pg ----------------- 1 Célula (80 cop de KSHV) BCBL-1 2,8x 10 6
Plasmido 6,93x10°7

230000 pg/pL------- X= 2,8 x 108 copias / yL
Tabla 2. Copia/pL de controles positivos

QUIMICA FRAGMENTO DIRECCION SECUENCIAS DE CEBADORES Y SONDAS - MARCACION

TAQMAN Directo CO1 (8-28) GCAGTGCTACCCCCAKTTTTT
ORF 26 Reverso CO2 (66-48) CCGTTGGATTCGAGCACAA
MGB Sonda CO Probe (31-47) FAMCCGAAAGGATTCCACCMGB-NFQ
TAQMAN
con Directo CO1 (8-28) GCAGTGCTACCCCCAKTTTTT
Quécher ORF 26 Reverso CO (80-61) ACACGAKGTCAAATCCGTTGGA
(TAMRA) Sonda Probe FTCO (31-46) FAM 5" CCGAAAGGATTCCACC3  TAMRA

Tabla 3. Primes y sondas. Se describen los Primers y sondas disefiados para la amplificacién del ORF 26.
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Fig. 1 Comparacion de los controles positivos. Se observa la amplificacion por gPCR de los controles positivo;
(B) BCBL-1 y (P) plasmido para comparar su concentracién en cop/pL
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Los resultados de BCBL-1 se obtienen a partir de una curva del plasmido de 4 puntos en diluciones seriadas de 1:10
desde 105 hasta 102 cop/uL, donde observamos una similitud entre los resultados de cada uno de los controles, se observa
una diferencia de 0,5 Ct en cada control, resaltando la falta de optimizacion en las reacciones de qPCR, esta prueba se realiza
para verificar los calculos de las concentraciones en cop/uL.

e e i L
- ——— .

¥ pr— _,.l' '] o

{ i

A Fam-MGB B Fam-Tamrra

Fig. 2 Amplificacién del ORF 26 con el control BCBL-1. se amplifico tres diluciones 104, 103 y 102 cop/pL,
evaluando la eficiencia de las reacciones en los dos sistemas de sondas tagman.

Los resultados obtenidos en la optimizacion de las reacciones de qPCR como se muestran en la figura 2. A) obser-
vamos la reaccion con la sonda tagman Fam-MGB con concentraciones de Sonda 125 nM, Primer F 900 nM y R 900 nM
donde se obtuvo el mejor valor de Ct de 29,7 para 102 cop/pL, un R2 de 0,98 y una eficiencia del 98% con un desvi6 estandar
de 0.01. B) se muestran los resultados de la reaccién con la sonda tagman Fam-Tamrra con concentraciones de Sonda 125
nM, Primers F 300 nM R 900 nM Se obtuvo el segundo menor valor de Ct 31,3 en 102 cop/uL, un R2 de 0,96 una eficiencia de

96% con una desviacion estandar de 0.15. Las temperaturas de Annealing de los primer en la cual presento mejor eficiencia
fue de 52°C.
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Fig. 3 Amplificacién del ORF 26 del Control BCBL-1. Se muestran los resultados de una curva
de amplificacion desde 106 hasta 1 cop/totales

La reaccion de amplificacion por qPCR obtenida con el control de BCBL-1 con el sistema de sonda tagman Fam-
MGB fue optimizada como se observa en la Fig. 3, detectando hasta 1 copia viral, esto indica que tiene una alta sensibilidad y
un amplio rango de cuantificacion para el SKHYV, la reaccion presenta valores de Eficiencia de 99%, y un R2 de 0,99.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se pro-
puso varios objetivos que fueron alcan-
zados de forma satisfactoria, la obten-
cién y cuantificaciéon de dos controles
positivos (BCBL-1y pks330 BAM) que
permitiran evaluar la sensibilidad de
las técnicas moleculares en estudios
posteriores, disefiar oligonucleotidos
especificos para la el ORF 26 de KSHV
con dos sistemas de sondas, la optimi-
zacion de dos reacciones de gPRC con
sistemas tagman con eficiencias arri-
ba del 98% y una curva de calibracién
con ADN de HSHV de origen celular
(BCBL-1) que permite detectar y cuan-
tificar el KSHV en muestras bioldgicas
con una sensibilidad de deteccién de
una copia viral y un rango dinamico de
106 hasta 1 copias totales.

BIBLIOGRAFIA

1. Schulz, Thomas E and Ethel Cesar-
man. 2015. “Kaposi Sarcoma-As-
sociated Herpesvirus: Mechanisms
of Oncogenesis.” Current Opinion
in Virology 14:116-28.

2. Wang, X, H. Wang, B. He, Y. Hui,
G. Lv, L. Li, and H. Wen. 2012. “Vi-
rological and Molecular Characte-
rization of Kaposi’s Sarcoma-As-
sociated Herpesvirus Strains from
Xinjiang, China” European Jour-
nal of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases 31(1):53-59.

3. Speicher, David J., Peter Wanzala,
Melvin D’Lima, Anthony Njiru,
Mark Chindia, Elisabeth Dim-
ba, and Newell W. Johnson. 2015.
“Diagnostic Challenges of Oral
and Cutaneous Kaposi’s Sarcoma
in Resource-Constrained Settings.”
Journal of Oral Pathology and Me-
dicine 44(10):842-49.

4. Tedeschi, R., ]. Dillner, and P. De
Paoli. 2002. “Laboratory Diagnosis
of Human Herpesvirus 8 Infection
in Humans” European Journal of
Clinical Microbiology & Infectious

38| Vol 3| 2020

Diseases : Official Publication of
the European Society of Clinical
Microbiology 21(12):831-44.

5. Golchin, Neda, Maryam Kheiran-
dish, Zohreh Sharifi, Shahram Sa-
miee, Parviz Kokhaei, and Zahra
Pourpak. 2015. “Quantification of
Viral Genome in Cord Blood Do-
nors by Real Time PCR to Inves-
tigate Human Herpesvirus Type 8
Active Infection.” Transfusion and
Apheresis Science 53(3):378-80.

6. Schneider, Johann W. and Dirk
P. Dittmer. 2017. “Diagnosis and
Treatment of Kaposi Sarcoma”
American Journal of Clinical Der-
matology 18(4):529-39.

7. http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html




Revista Gram Positivos 3ra. Edicion. Vol 3, No. 1. Agosto, 2020

S\DAD DE p,
\}@\é\ AMQ
5 0

<
ICROBIOLOCS

Coroms\M

)

Q%

EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIBACTERIANA Y ANTIVIRAL DEL DESINFECTANTE

RSE-19

EVALUATION OF THE ANTIBACTERIAL AND ANTIVIRAL CAPACITY OF THE RSE-19

DISINFECTANT

Sebastian Ortiz!, Johann F. Osma', Juan C. Cruz? Neils Leal®, Mateo Herrefio?, Alexandra Rueda®*, Nilson

Ahumada®

1 CMUA. Departamento de Ingenieria Eléctrica y Electronica. Universidad de los Andes. Carrera 1E#19A-40,
Bogota, Colombia, js.ortiz10@uniandes.edu.co, jf.osmad3@uniandes.edu.co

2 Departamento de Ingenieria Biomédica. Universidad de los Andes. Carrera 1E#19A-40, Bogota, Colombia,

jc.cruz@uniandes.edu.co

3 Multinsa 1A SA, Departamento de Investigacion, Desarrollo e Innovacion, neils.leal@multinsa.com,
mateo.herreno@multinsa.com, alexandra.rueda@multinsa.com, nilson.ahumada@multinsa.com

4 Biosphere Colombia, Centro de Investigacion, Departamento de Investigacion,

Resumen

Enlos lugares cerrados y alta-
mente transitados existen altas probabi-
lidades de contagio con el virus SARS-
CoV-2 y de contraer la enfermedad
COVID-109, la cual ha sido causante de
una emergencia sanitaria sin preceden-
tes a nivel global. Uno de las rutas de
contagio es el contacto con superficies
contaminadas con el virus, por lo que
se han establecido protocolos de desin-
feccion periodica de superficies en lu-
gares publicos. La empresa Multinsa, en
colaboracién con la Universidad de los
Andes, desarrolld un desinfectante con
un componente nanotecnolégico que
permite prolongar su accién antimicro-
biana. Para comprobar su eficacia, se
evalué su capacidad antimicrobiana y
antiviral, asi como el tiempo de perma-
nencia en superficies. Si bien su poder
antimicrobiano y antiviral es similar al
de desinfectantes convencionales como
el hipoclorito de sodio, su permanencia
extendida en diversos tipos de superfi-
cies ofrece una gran ventaja competiti-
va en la prevencion del contagio con el
virus.

biosphere@biospherecolombia.com

Palabras claves:Desinfectante,
COVID, Nanotecnologia

Abstract

In closed and highly traffic-
ked places there are high probabilities
of contagion with the SARS-CoV-2 vi-
rus and of contracting the COVID-19
disease, which has caused an unprece-
dented global health emergency. One of
the routes of contagion is contact with
surfaces contaminated with the virus,
which is why protocols for periodic
disinfection of surfaces in public pla-
ces have been established. The Multin-
sa company, in collaboration with the
Universidad de los Andes, developed a
disinfectant with a nanotechnological
component that allows its antimicro-
bial action to be prolonged. To check its
efficacy, its antimicrobial and antiviral
capacity was evaluated, as well as the
residence time on surfaces. Although
its antimicrobial and antiviral power is
similar to that of conventional disinfec-
tants such as sodium hypochlorite, its
extended permanence on various types
of surfaces offers a great competitive
advantage in the prevention of conta-
gion with the virus.

Keywords: Disinfectant,
Nanotechnology

COVID,

Introduccion

El SARS-CoV-2 es un co-
ronavirus, causante de la enfermedad
COVID-191. Su alta tasa de contagio
ha dado lugar a una pandemia sin pre-
cedentes en la historia mas reciente.
Esto ha ocasionado miles de muertes a
nivel mundial. Es asi como para finales
de Julio de 2020, la cifra de muertos ya
habia superado las 640.000 personas2.
Debido al alto riesgo para las personas,
muchos paises, incluyendo a Colom-
bia, impusieron medidas encaminadas
a mitigar la propagacion del virus en
la poblacion, tales como la cuarente-
na3. En Bogota, la cuarentena comen-
z6 el 20 de Marzo, 5 dias antes que en
la mayoria del pais, sin embargo, solo
esta ciudad alberga la tercera parte del
total de casos reportados4. Los espa-
cios cerrados por los que transitan mu-
chas personas, tales como el sistema de
transporte publico masivo, son lugares
en los que la probabilidad de contagio
es extremadamente alta y puede alcan-
zar valores de hasta el 95% bajo ciertas
condiciones5. En un intento por dismi-
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nuir la tasa de contagio en dichos luga-
res, se hacen desinfecciones exhaustivas
periddicamente con compuestos como
el hipoclorito de sodio. Esto permite
reducir la carga viral existente en las
superficies, lo que resulta en la dismi-
nucion de la probabilidad de contagio
indirecto entre los transeuntes. Desin-
fectantes basados en sales de amonio
cuaternarias6,7 y clorhexidina8,9 han
demostrado tener actividad antimicro-
biana y antiviral contra multiples virus
incluyendo aquellos con y sin envol-
tura. Con el animo de apoyar la lucha
contra la propagacion de este virus, la
empresa Multinsa desarrollé un desin-
fectante basado en dichos compuestos.
Teniendo en cuenta la necesidad de
lograr un efecto de accion prolongada,
se adiciond un componente nanotecno-
légico que permite incrementar la per-
manencia del desinfectante en varios
tipos de superficies.

El objetivo de este trabajo fue
comprobar la capacidad antibacteriana
y antiviral del desinfectante, asi como
su permanencia en diferentes tipos de
superficies en donde es posible encon-
trar el virus.

Metodologia

El desinfectante y demas
reactivos fueron utilizados sin purifica-
cidn o esterilizacion previa y siguiendo
las instrucciones de uso que sugiere el
fabricante a menos de que se indique
lo contrario. Los medios de cultivo y
material de vidrio fueron esterilizados
en una autoclave a 121°C durante 30
minutos. La accién antibacterial del
desinfectante fue comprobada con un
ensayo de concentracion minima in-
hibitoria por microdilucién (MIC) en
cepas de Escherichia coli, Staphylococ-
cus aureus, Pseudomonas aeruginosa
y Salmonella spp. cultivadas en caldo
Luria-Betani (LB) a 37°C. Para ello se
preparé un indculo bacteriano con 1
mL de una suspension bacteriana a una
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densidad optica a 620 nm (D0O620) de
0,2. A continuacién la suspension es
centrifugada a 1800 rpm durante 5 min
a 4°C, se retira el sobrenadante y el pe-
llet se lava con 1 mL de buffer HEPES
(pH = 7,01) 2 veces. Posteriormente se
resuspende en 1 mL de buffer y se reali-
za una dilucién de 1:1000 para obtener
una concentracion de aproximadamen-
te 5 ufc/mL.

En un pozo de microplaca se
sirven 50 pL de la dilucién correspon-
diente de un tratamiento, posterior-
mente se adicionan 50 pL de la suspen-
sion bacteriana y se deja incubar a 37°C
por 4 horas. A continuacién fueron
sembradas 9 diluciones seriadas, cada
una con la mitad de la concentracién
de la anterior (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,
1:64, 1:128, 1:256, 1:512). Subsecuente-
mente se adicionaron 100 pL de caldo
LB y se incubo6 por 24 horas. Pasado
este tiempo, se midi6é la DO620 en un
espectrofotometro. Se reporta como
MIC la concentracién minima a la cual
se evidencia la inhibicién del creci-
miento bacteriano. Como control po-
sitivo se utilizé penicilina y como con-
trol negativo buffer HEPES pH=7,01.
Se aplicaron las pruebas estadisticas F
(para comprobar homocedasticidad) y
t (para comparar sets de datos) como
se sugiere en la literatura.l Se consi-
der¢6 inhibicion del crecimiento a todo
DO620 cuyo intervalo de confianza
(95%, n=3) contenga al valor de DO
correspondiente al control positivo.

La accién antiviral fue pri-
mero evaluada en bacteridfagos por
el centro de investigaciones microbio-
légicas de la universidad de los Andes
(CIMIC) en Bogota, usando como mo-
delo el fago 6.1, el cual es activo contra
E. coli. El fago y la cepa E. coli 6 usados
hacen parte de la coleccion del CIMIC
y son conservados a -80°C. Para ello
se mezclaron 4,5 mL de buffer SM, 0,1
mL de suspensiéon 1010 UFP/mL del
fago (concentracion final de 108 UFP/
mL) y 0,5 mL del desinfectante dilui-
do adecuadamente para alcanzar una
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concentracion final de 1/100, 1/1000
o 1/10000. Como control negativo se
usé buffer SM. El titulo de fagos fue
monitoreado a los 0, 5, 15 y 24 minu-
tos, empleando la metodologia de spot.
Para ello se mezclé un medio con baja
concentracion de agarosa (agar soft) y
un cultivo de la bacteria hospedera del
fago e inmediatamente se sirvié sobre
una caja de Petri con medio de creci-
miento y se permitié la solidificaciéon
del agar soft. A cada intervalo de tiem-
po se toma una muestra de 0,5 mL de
la mezcla fago/desinfectante a analizar
y se centrifuga a 13.000 rpm. Posterior-
mente, se tomaron 0,1 mL del sobrena-
dante y se realizaron diluciones seria-
das 1:10 en buffer SM. Cada dilucién se
sembrd por triplicado en la superficie
del agar soft con bacteria previamente
preparado y se incubéd a 37°C durante
24 h.

La evaluacién de la actividad
antiviral contra SARS-CoV-2 fue reali-
zada por el grupo de inmunovirologia
de la universidad de Antioquia. Para la
permanencia en superficies, el desin-
fectante fue aplicado de acuerdo a las
instrucciones de uso recomendadas por
el fabricante en superficies de plastico,
papel moneda, vidrio, acero inoxidable
y tela. La permanencia fue evaluada a
las 0, 0,25, 4, 8, 24, 30, 48, 72, 96 y 120
horas. Para ello se agregaron 100 pL de
glutaraldehido (1%) y, tras 5 min, se re-
tiro el exceso y se realizaron 2 a 3 lava-
dos con agua tipo 1. A continuacion, se
agregaron 100 pL de una suspension de
lacasa y se dejo en contacto durante 15
minutos, tras lo cual se retir6 el exce-
so de liquido y se realizaron 2 lavados
con agua tipo 1. Esto permitio conjugar
quimicamente las moléculas de lacasa
al componente nanotecnolégico incor-
porado en el producto. Finalmente se
adicionaron 100 pL de ABTS (1%) en
buffer de pH = 4 y se observo a los 15
minutos. De estar presente la lacasa hay
un cambio de color observable de in-
coloro a verde, lo que al mismo tiempo
indicaria la permanencia del desinfec-



tante en la superficie de estudio.

La actividad antimicrobiana
fue confirmada por pruebas realizadas
de manera independiente por Labora-
torios M&G S.A.S, mientras que la ac-
tividad residual se llevo a cabo por la
empresa Ingenierfa Quimica especiali-
zada MK.

Resultados y Discusion

Para determinar el valor de
MIC para cada cepa se calculé una
DO620 con un intervalo de confianza
del 95% vy se evalu¢ si el valor de DO
correspondiente al control positivo
estaba contenido en dicho intervalo.
Se considera que la concentracion co-
rresponde con el MIC si el OD620 del
control positivo estd contenido en el
de dicha concentracidn, pero no en el
intervalo de confianza de la dilucién
siguiente. Mientras que la concentra-
cién minima inhibitoria para E. coli y
S. aureus fue de 1:28, el crecimiento de
P. aeruginosa y Salmonella spp. se vié
inhibido desde la dilucion 1:29. El ana-
lisis posterior llevado a cabo por parte
de Laboratorios M&G S.A.S demostro
que el producto tiene concentracién
minima inhibitoria de 50 g/L, concen-
traciéon minima bactericida de 100 g/L
y concentracién minima antifungica de
25 g/L. Por otra parte, se demostr6 que
se requiere un tiempo de exposicion
minimo de 10 minutos para asegurar la
eliminacion total de las bacterias y le-
vaduras evaluadas en superficies como
el acero.

Una primera aproximacion
para la comprobacion de la actividad
antiviral consistié en el uso de bacterio-
fagos como modelo viral, debido a la fa-
cilidad de su manipulacién. Siguiendo
la metodologia previamente descrita,
se comprobo el efecto del desinfectan-
te sobre un bacteridfago activo contra
E.coli. El titulo viral de fagos fue redu-
cido en un orden de magnitud al ser
tratado con la dilucion 1/100, tras 15
minutos de contacto. Sin embargo, a los
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24 minutos esta concentracion produjo
una reduccioén de 4 ordenes de magni-
tud y las otras dos diluciones produje-
ron una reducciéon de 1 orden de mag-
nitud. Una segunda prueba, evaluando
tiempos mds prolongados arrojé que
los efectos de la dilucién 1/100 se man-
tenian en periodos de hasta 24 h, mien-
tras que el titulo de los fagos tratados
con la dilucién 1/1000 volvia a ser igual
al control negativo 4 horas después del
contacto.

La accio6n antiviral en un mo-
delo de SARS-CoV-2 fue confirmada
con una concentracion de 20 g/L y un
tiempo de contacto de 30 minutos, en
solucion. Teniendo en cuenta los resul-
tados de las pruebas, el desinfectante
RSE-19 se puede clasificar como un
desinfectante de nivel bajo10, de acuer-
do a los lineamientos del ministerio de
salud, debido principalmente al tiem-
po de contacto que requiere para tener
efecto.

Posteriormente, se procedio
a evaluar el tiempo de permanencia
en superficies del desinfectante. Para
ello se realizé una prueba enzimatica
sobre moléculas de lacasa conjugadas
a los componentes nanotecnologicos
del producto. La actividad de la lacasa
puede ser detectada facilmente con el
uso de un sustrato cromogénico, como
el ABTS, el cual se torna de color verde
intenso al ser oxidado por la lacasa. A
través de esta técnica fue posible com-
probar la permanencia del desinfectan-
te por periodos de hasta 120 horas en
diferentes superficies, como se muestra
en la tabla 1.

(RSIDADDE PAMQ
\\

w

3
QO
&

Coroms\>
Superficie D Qe
permanencia (h)

Tapabocas 120
Bata
Desechable 12
Vidrio 120
Plastico 120
Acero 8

Tabla 1. Pruebas de adherencia
del RS-19 en diferentes superficies

Actualmente, el principal
agente desinfectante utilizado en luga-
res altamente transitados, tales como
los sistemas de transporte publico, es
el hipoclorito de sodio. Este también
se encuentra clasificado como un des-
infectante de nivel bajo por el minis-
terio de salud10, por lo que su poder
desinfectante es comparable con el
producto RSE-19 desarrollado en este
trabajo. Sin embargo, este ultimo tiene
una ventaja adicional y es su tiempo de
permanencia en las superficies. Como
se demostrd anteriormente, el desinfec-
tante RSE-19 puede permanecer en di-
versas superficies por hasta 120 horas,
ademas, puede ser aplicado de forma
segura en superficies de acero inoxida-
ble, ya que no es corrosivo ni produce
dafos al material. Este no es el caso del
hipoclorito de sodio, cuyos principios
pueden desatar procesos de corrosion.

Conclusiones

El alto tiempo de permanen-
cia, la baja toxicidad y su efectividad
comparable con la de otros desinfec-
tantes convencionales, sugieren que el
RSE-19 podria ofrecer una mayor pro-
teccion contra la posibilidad de trans-
misién indirecta de COVID mediada
por el contacto con superficies infecta-
das.
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