“

CLEANBIOTEC INFORME DE INVESTIGACION

BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL

N°: 20200713

Titulo: ESTUDIO DE ACTIVIDAD BACTERICIDA Y VIRUCIDA FRENTE A SARS-CoV-2

de un esterilizador de libros basado en Ultravioleta C.

1. Descripcién de la maquina

La maquina en la que se ha realizado el ensayo es de origen coreano y se utiliza para la
desinfeccién de libros y documentos: Ultraviolet C Book Sterilizer SELF CLEAN. Consiste en un
habitaculo en el que se encuentran las lamparas de Ultravioleta C germicidas y 12 soportes sobre
los que colocar los libros y cuadernos por su parte central. Ademas, tiene un sistema de
generacion de viento desde la parte frontal inferior hacia atras donde se localiza un filtro HEPA en
el que quedan retenidas cualquier particula de tamafio superior a 0,20 um, los virus quedan
retenidos por este filtro.

Su uso es muy sencillo: se abre la puerta del habitaculo y los cuadernos se colocan en los

soportes, se cierra la puerta, se regula el tiempo de esterilizacion y se pone en marcha.

Figura 1. Imagen del esterilizador de libros Ultraviolet C Ray Book sterilizer Self Clean en las
instalaciones de AENER.

2. Objetivo

Comprobar la efectividad del esterilizador, bactericida y virucida, de libros SELF CLEAN
basado en una combinacion de aire y radiacion ultravioleta C en tres periodos de
esterilizacion, 30 segundos, 1 minuto y 2 minutos.
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3. Materiales y metodologia
3.1 Materiales para ensayo bactericida

e Cepa de Pseudomonas aeruginosa CECT110T:
Pseudomonas aeruginosa (Schroeter 1872) Migula 1900 Designacion de cepa: NCIMB 8295.
Datos Genéticos: secuencia de 16S rRNA: HE978271, Secuencia del genoma completo:
GCA_001042925.1
Condiciones de cultivo:

Medio de cultivo primario: Agar Nutritivo/ Agar II: extracto de ternera: 1g; Extracto de
levadura: 2g, Peptona: 5 g; NaCl: 5g; Agar 15 g en 1 litro de agua destilada, pH 7,2.
Temperatura de cultivo: 36°C

Tiempo de Incubacion: 24h

Necesidades atmosféricas: aerobiosis

Figura 2: Pseudomonas aeruginosa CECT 110T en medio CFC Agar a las 24 h, cortesia de la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo.

e Cultivador con agitacion y control de temperatura

e Erlemeyers estériles

e Minibiorreactor Biosan

e Tubos Falcon con membrana para Minibiorreactor

e Criotubos de 1,5 ml estériles

e Pipeta de 1-40 puL y puntas con filtro estériles

e Placas de contacto rodac para toma muestra de superficie con medio CN, selectivo para
Pseudomonas aeruginosa.

e Medio Cetrimida-Nalidixico Agar: Peptona pancreatica gelatina: 16,0g; Hidrolizado de
caseina: 10,0 g; Cetrimida: 0,2 g; Mg Cl 1,4 g; K2SO4 10,0 g; en 1 litro de agua destilada
Agar 15,0 PH 7,1. Tras el autoclavado y enfriado afiadir 0,015 g/L de Acido Nalidixico.

e Autoclave

e Espectrofotometro Celin 1003.

e Microscopio 6ptico
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e Bario de ultrasonidos

e Camara Neu-Bauer para recuento de células.

3.2 Materiales para ensayo virucida frente a SARS-CoV-2
e Control positivo: ALL-WHO-CDC-Genes n CoV-Control-Plasmid PEX-A128-nCOV- all 1
ug Liofilizado.

<% eurofins

Genomics

Quality Assurance Documentation

Corona COVID-19 positive control plasmid

Target Name: All-WHO-CDC-Genes Internal Name: nCoV_all

Plasmid Name: pEX-A128-nCoV_all Gene Size: 583 bp

Vector Backbone: pEX-A128 Antibiotic Selection: Ampicillin

Cloning: via Type IIS ion enz Quantity: 1ug lyophilized plasmid
Plasmid Map

5' Restriction Site:  n/a

3' Restriction Site:  n/a

Cloning: via Type IIS restriction enzymes
(Type IIS sites not present in final plasmid)

MCS of pEX-A128-nCoV_all

. GGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCG! T GTCG
GGGCTGGCTTAAC T AAGG
caattgGGTACCgaget cGCGGCCGCAAGC>AL 1 WHOCDCGenes>ACC
TGCTTTTGCTCGCTTGGATCCgaa ttcAAAGGTGAAATTGTTATCCGCT
CACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTARAGCCTG

Please Note:

Verify sequence after each cloning step.

The plasmid DNA has been lyophilised. We recommend to dissolve it in water.

Eurofins Genomics

-—
>

\_//Ku//‘& / /4// o
Christian Barth Cgntrolled and Released

Technician QC, Gene Synthesis

00-042QR_A128 V1.1/ 20170502

Figura 3. Certificado del plasmido con todas las secuencias recomendadas por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS -WHOQ) utilizado como control positivo.

e Kit de toma de muestras con Hisopo y tubo contenido 3 ml de solucién preservante del
ARN e inactivador del virus.
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¢ Kit de Extraccion de RNA: Viral RNA GPSpin Kit (Genetic PCR Solutions)

e Kit de determinacién y cuantificacion del SARS-CoV-2: CoVID-19 dtec-RT-gPCR
TestGenetic Detection of Severe acute respiratory sindrome coronavirus 2. (Genetic PCR
Solutions). Kit Validado por el Instituto de Salud Carlos Il (100% de sensibilidad y
especificidad)

e StepOne Real-Time PCR System: Applied Biosystems

e Software StepOne Real-Time PCR System: Applied Biosystems
e Pipetas estériles de 100 uL y 20uL y puntas estériles con filtros
e Cabina con Ultravioleta C

e Tubos Microeppedort 100 uL para PCR

e Tubos eppendorft de 1 mL

e Minicetrifuga

e Vortex

3.3 Metodologia

3.3.1 Preparacion de la cepa de Pseudomonas aeruginosa 110T

La cepa Pseudomonas aeruginosa 110T, se descongela durante 30” a 36°C y se cultiva en Agar
Nutritivo durante 24h para comprobar su viabilidad y especificidad domingo 5 de julio).

Se toma una colonia y se cultiva en Caldo nutritivo a 37 °C 24h en cultivador con agitacién a 120
rom (lunes 6 de julio).

De aqui se toman 2 ml y se pasa a un Falcon con 10 ml de Caldo Nutritivo y se coloca en el
Minibiorreactor Biosan para controlar su curva de crecimiento y realizar el recuento celular. Se
cultiva a 36°C durante 24 h (martes 7 de julio) para obtener 10° UFC/ml (Unidades Formadoras
de Colonias por mL). Al tiempo que vamos tomando datos de la densidad 6ptica y correlacionarla
con la densidad 6ptica para la lectura de los resultados.

3.3.2. Cuantificacion de células

Para cuantificar el nimero de bacterias se llevé a cabo una recta de regresién entre la densidad
Optica (eje de abcisas) y el numero de bacterias UFC/mL en escala logaritmica (eje de
ordenadas), para ello se realizaron diluciones seriadas partiendo de la solucidon de Ps. aeruginosa
con 10° UFC/mL hasta 10" y se midié su absorbancia a una longitud de onda de 660 nm en el
espectrofotometro.

Esto nos permite obtener una ecuacion que se ajusta a una recta y facilitara el calculo de las
UFC/mL que obtengamos en los diversos controles y tratamientos.

En la siguiente figura se observan la tabla con las Absorbancias obtenidas (Densidad Optica,
D.0.) y las UFC/mL y la gréfica para su representacion con la ecuacion de regresion obtenida y el
coeficiente de regresién R”. Para su representacion los datos de UFC/mL se han transformado

logaritmicamente.
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D.O. (nm)
0,642
0,584
0,499
0,435
0,358
0,284
0,187
0,087

UFC/mL
1,0E+08
1,0E+07
1,0E+06
1,0E+05
1,0E+04
1,0E+03
1,0E+02
1,0E+01

9,0
8,0
7,0
6,0
5,0
4,0
3,0
2,0

Log 10 (UFC/ml)

1,0
0,0

0,1

Densidad dptica frente a UFC/mL escala logaritmica)

A
AT y=12,13x-0,1262
A R? =0,9989
0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 08
D.O. (nm)

Figura 4. Ecuacioén para el calculo de células de Ps. Aeruginosa.

3.3.3. Preparacion y cuantificacion del plasmido

El pldsmido con las secuencias del SARS-CoV-2 viene liofilizado y para su uso hay que

resuspenderlo con un 1 ml de agua ultrapura en el mismo vial.

Para su cuantificacion, se utilizé el Kit comercial de GPS con el que se llevé a cabo la recta de

calibrado con los patrones que vienen en el mismo kit, partiendo de una concentracion inicial de

10° copias/mL y cuya ecuacion de regresion se ve en la siguiente figura.

El plasmido resuspendido nos dio un CT de 10 que se corresponde con 10° copias/ mL

La ecuacion obtenida nos permitira cuantificar el nimero de copias de la secuencia del virus

SARS-CoV-2 inserta en el pldsmido control utilizado para la prueba y tras los tres tratamientos.

Copias/mL
1000000
100000
10000

1000

100

10

Log 10

[l L IR T, R =]

cT
10,2500
15,0727
19,0227
23,4500
27,9963
32,2975

N2 Copia Unidades logaritmicas

Caculo CT y Unidades logarimicas de PCR

y =-0,228x + B,3677
R =0 9956

U555

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00
cT

Figura 5. Correlacion entre los CT obtenidos en RT-gPCR y el nimero de copias en unidades
logaritmicas
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3.3.4. Disefio experimental para la toma de muestras tras los tratamientos
Para la prueba se han utilizado cuatro cuadernos nuevos:
Cuaderno de controles: para realizar los controles positivos y negativos.

Resto de cuadernos para uno de los tratamientos: 30”, 1’y 2'.

Figura 6. Cuadernos sobre los que se han realizado las pruebas. El cuaderno rosa corresponde a
los controles positivos y negativos realizados en el laboratorio.

Se tomaron dos hojas de papel una en la primera mitad del cuaderno que se dedicaron a la
bacteria y otra en la segunda mitad del cuaderno que se dedic6 al virus. En cada una de ellas, se
realizaron 5 circulos de 25 cm? y Se numeraron para mantener una posicion fija en cada

repeticion. Las posiciones 1, 2, 3, 4, y 5 son las etiquetas para controles positivos y para los tres

tratamientos.

Figura 7. Disposicion de los puntos para
aplicar inéculos y tomar muestras.
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3.3.4.1 Controles negativos

Para el control negativo de la Pseudomonas aeruginosa se tomd una hoja sobre la que se aplicé
una placa de superficie con medio CN y se puso a cultivar a 36°C durante 24 h.

También se tomd con torunda muestra de la superficie de papel y se insert6 en el tubo con liquido
inactivador del virus y preservante del RNA para el control negativo del virus.

3.3.4.2. Controles positivos

Para el control positivo de la bacteria, en una hoja con 5 circulos se aplicé en cada uno de ellos
20 pL de indculo bacteriano con 10® UFC/mL (2,0*106 UFC) se extendié por la superficie del
circulo y se dejé empapar por el papel durante unos segundos. Tras esto se pasé a tomar
muestra con las placas de contacto. En la siguiente imagen se ve la fluorescencia emitida por la
bacteria bajo luz UV.

Se hizo una segunda repeticion de inoculacion y se volvié a tomar muestra, pero en este caso lo
gue hicimos fue realizar un recuento de bacterias adheridas a la placa para controlar la posible
pérdida que hay al empaparse el in6culo en el papel. Tras recoger las bacterias, se poso la
superficie de contacto en una placa Petri de 90 mm de diametro conteniendo 10 ml de Caldo
nutritivo, al igual que el in6culo inicial con el que realizamos la recta de calibrado, y se pusieron
en el Bafio de ultrasonidos durante 5 minutos. 2 ml del caldo con las bacterias en suspension de
los controles positivos se pasaron a una cubeta de vidrio de 1 cm de recorrido de luz y se midié

su densidad éptica a 660 nm.

Figura 8. Controles positivos de Pseudomonas aeruginosa bajo luz UV. Esta bacteria emite
fluorescencia bajo UV. Toda la superficie esta cubierta de la bacteria.
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Al igual que con la bacteria, de este inéculo se pusieron 20uL en cada uno de los circulos, se
extendié con la punta de la pipeta y posteriormente se tomé la muestra con el hisopo y se puso
en el tubo con el inactivador del virus y el preservador del RNA hasta la prueba PCR.

3.3.4.3 Toma de muestras tras los tratamientos

En la empresa AENER al dia siguiente se realizaron las mismas pruebas que con los controles
positivos, en los otros tres cuadernos, el del tratamiento 1 (30”), tratamiento 2 (1’) y tratamiento 3
(2’). Se realizaron los inéculos en una hoja de Pseudomonas aeruginosa y en otra hoja de la
segunda mitad del cuaderno el plasmido viral, se dejaba empapar y posteriormente se introducia
el cuaderno en esterilizador de libros 30”7, 1’ y 2’, respectivamente.

Tras cada tratamiento, se tomaba, por un lado, muestras de la bacteria mediante placa de
contacto rodac con medio CN vy, por otro, con hisopo las muestras del virus.

Las placas de contacto se transportaron en frio a 4°C hasta el laboratorio y los tubos con el
hisopo con el plasmido en nevera sin refrigerar.

Para ver el rendimiento de eliminacion de bacterias se ha colocado la placa con la superficie
hacia abajo en otra de Petri con 20 mL de Caldo nutritivo en bafio de ultrasonidos durante 5
minutos y agitado en vértex 30 segundos para extraer el indculo de cada uno de los tratamientos.
El nUmero de células bacterianas se obtuvo mediante la medida de la absorbancia 660 nm y la
ecuacion obtenida mas arriba.

Para el virus se ha tomado como disminucién el nimero de copias detectadas tras cada uno de

los tratamientos respecto a los controles positivos sin tratamiento, medido por RT-gqPCR.

3.3.5. Calculos

Ecuacion para obtener el rendimiento de disminucién de carga bacteria y viral.
Tasa de disminucién de bacterias / virus (%)

R (%) =[(A-B)/A]*100
R: tasa de disminucién

A: UFC/mL del control positivo o N° copias del control positivo

B: UFC/mL del tratamiento o N° copias del tratamiento
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4. RESULTADOS

4.1 Resultados con Pseudomonas aeruginosa

Tabla 1: Recuento de bacterias UFC/mL en cada una de las posiciones en las que se puso el inéculo.

Control Positivo | Tratamiento 30” Tratamiento 1’ Tratamiento 2”
Posicién 1 1,7E+06 4,6E+04 2,2E+04 5,7E+02
Posicion 2 1,3E+06 1,5E+04 3,1E+03 1,7E+02
Posicion 3 1,8E+06 8,0E+04 2,3E+04 1,3E+03
Posicién 4 1,1E+06 1,6E+04 2,1E+03 1,2E+02
Posicidn 5 8,1E+05 3,4E+04 4,0E+03 3,0E+02
Media 1,3E+06 3,8E+04 1,1E+04 4,8E+02

Tabla 2: Tasa de disminucién en % de la carga bacteriana en cada una de las posiciones en las que
colocé el indculo del indculo.

Tratamiento 30” Tratamiento 1’ Tratamiento 2”
Posicién 1 97,269 98,714 99,966
Posicion 2 98,882 99,759 99,987
Posicion 3 95,486 98,714 99,929
Posicion 4 98,480 99,802 99,989
Posicion 5 95,849 99,502 99,963
Media 97,132 99,192 99,964

4.2 Resultados con plasmido con secuencias del SARS-CoV-2

El CT del control negativo fue 38,91, inferior a 10 copias por mL.

Tabla 3: Numero de copias de pladsmido con SARS-CoV-2 en cada posicion y tratamiento.

Control Positivo | Tratamiento 30” Tratamiento 1’ Tratamiento 2”
Posicion 1 2,3E+04 5,7E+03 1,0E+03 1,3E+02
Posicidn 2 3,9E+04 4,5E+03 1,4E+03 8,9E+01
Posicion 3 5,6E+04 3,2E+03 2,1E+03 3,0E+02
Posicion 4 9,7E+04 2,2E+03 1,0E+03 1,2E+02
Posicion 5 7,8E+04 6,0E+03 5,8E+02 1,8E+02
Media 5,9E+04 4,3E+03 1,2E+03 1,6E+02

Tabla 4: Tasa de disminucion en % de la carga virica en cada una de las posiciones en las que coloco

el in6culo del inéculo.

Tratamiento 30” Tratamiento 1’ Tratamiento 2”
Posicion 1 75,383 95,601 99,429
Posicion 2 88,681 96,358 99,773
Posicion 3 94,189 96,162 99,467
Posicion 4 97,693 98,967 99,873
Posicion 5 92,285 99,258 99,775
Media 92,617 97,895 99,721
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5. Discusiény Conclusiones

La pandemia de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) ha causado un gran desastre en
todo el mundo, devastando las métricas de salud y econémicas a nivel mundial. El 30 de enero de
2020, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declar6 al SARS-CoV-2 como una emergencia de
salud publica mundial [1]. COVID-19 se caracteriza por una alta morbilidad y baja mortalidad, por lo
gue representa una gran amenaza, particularmente para personas inmunocomprometidas, personas
mayores e individuos con problemas de salud preexistentes. Los datos hasta ahora sugieren que el
virus tiene una tasa de letalidad de alrededor del 1% [2]. Por lo tanto, es varias veces mas grave que
la gripe estacional tipica, con una gravedad que se sitda en algin lugar entre las pandemias de gripe
de 1957 (0,6%) y 1918 (2%) [2], pero parece ser inferior al SARS (9,5%) y media Sindrome
respiratorio del este (34,4%) [3]. Adicionalmente, la persona promedio infectada con COVID-19
propaga la enfermedad de manera eficiente a otras dos o tres: una tasa de aumento exponencial.
También existe una fuerte evidencia de que el virus puede ser transmitido por individuos infectados
que son asintomaticos o que experimentan sintomas leves [4].

Los métodos para esterilizar en Microbiologia son muy variados desde el autoclavado a 121 °C 20’
filtracién por tamafios de poro inferiores a 0,20 mm o el uso de radiacién ultravioleta C germicida. La
esterilizaciobn es especialmente importante cuando hablamos de microorganismos patdégenos para
humanos, es decir, aquellos que se reproducen en nuestro organismo y nos causan enfermedades
como ha ocurrido en los dltimos meses con el SARS-CoV-2. El uso de Ultraviota C en los laboratorios
de Microbiologia es muy habitual para trabajar en ambientes estériles para lo cual el tiempo que de
erradicacion oscila entre los 30 y 45 minutos, periodo de tiempo en el desaparece todo resto de vida

bacteria, viral o material genético.

Esta pandemia ha condicionado nuestra vida de tal forma que en todos los dmbitos se buscan
soluciones para que la actividad econémica no tenga que parar, pero siempre garantizando las
mejores condiciones laborales y de atencion al pablico posibles.

La méaquina en la que se han realizado los ensayos persigue ese fin, que se puedan esterilizar libros y
documentos en un tiempo relativamente corto para que se puedan seguir utilizando por los diferentes

usuarios y disminuir, asi, el riesgo de transmision del virus a través del contacto con el papel.

Como resultado del ensayo bactericida observamos que al aumentar el tiempo de exposicion se
reduce la carga bacteriana reduciéndose hasta 4 unidades logaritmicas de media, resultando una
disminucién de carga bacteriana del 99,96%. Si atendemos a la posicion de las muestras, se ve que
las posiciones 2 y 4 tienden a tener menor cantidad de UFC/mL que las 1, 3 y 5 debido a que las
primeras se encuentran hacia el margen exterior derecho de la hoja, mientras que las otras tres se

encuentran hacia el centro del cuaderno.
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En cuando a la carga viral se observa el mismo patrén que para Pseudomonas aeruginosa, solo que
en este caso la disminucién son dos unidades logaritmicas del control positivo al tratamiento de dos
minutos de duracion, lo que supone una reduccién media del 99,72%.

No obstante, hemos de tener en cuenta que estamos utilizando siempre cargas bacterianas y virales
elevadas y que la reduccion de 3 o 4 unidades logaritmicas, de por si, nos dan reducciones
importantes cuando hablamos porcentualmente. Sin embargo, es importante conocer si esa carga
gue todavia queda remanente en el papel significa una dosis transmisible y esto va a depender del
microorganismo o virus del que se trate.

En el caso de Pseudomonas aeruginosa que resulta un patégeno ubiquista, la dosis infectiva minima
en la actualidad aun se desconoce [5], por tanto, no podemos afirmar que las dosis remanentes que
quedan en el papel sean o no infectivas.

Y en el caso del SARS-CoV-2 tampoco hay evidencias sobre la dosis minima infectiva, parece que
con varios centenares de copias ya es infectivo, sin embargo, para su transmisibilidad parece que se
necesitan mas copias por encima de 10° [6]. Asi, al menos el tratamiento que dura 2 minutos si

disminuiria la transmisibilidad del virus.

Como conclusion del ensayo el sistema utilizado disminuye el riesgo de propagacion tanto de la
bacteria ensayada como del virus en méas de un 99%, especialmente cuando la duracion del
tratamiento es mayor.

Por otro lado, la maquina con la que se ha trabajado tiene la ventaja de combinar dos sistemas de
desinfeccién, por un lado la radiacion ultravioleta C germicida y, por otro lado una corriente aire que
arrastra particulas hacia un filtro HEPA que evita la propagacién de virus y bacterias fuera del
habitaculo de la maquina. Esto significa que esta maquina necesita un mantenimiento para conseguir
resultados mas Gptimos, como son el cambio de filtros cuando sea preciso y de las lamparas UV-C en

funcion de las horas de uso para mantener la eficacia del sistema de desinfeccién.

lunes, 13 de julio de 2020
Directora Técnica e |+D+i

Dra. M2 Angélica Garcia Alvaro

; _lean-Biofec
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ANEXOS
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Centro Nacional de Microbiologia

INFORME DE VALIDACION DEL SISTEMA COMERCIAL CoVID-19 dtec-RT-qPCR Test F100
format DE LA EMPRESA GENETIC PCR SOLUTIONS PARA LA DETECCION DEL NUEVO
COROMAVIRUS SAR5-CoV2 EM MUESTRAS RESPIRATORIAS

Responsable del informe: Jesus Oteo lglesias. Director del Centro Nacional de Microbiologia.
Institute de 5alud Carlos 111

Fecha del informe: 10 de marzo de 2020

Ohjetivo.

Validacion de un sistema comercial de la empresa GENETIC PCR SOLUTIONS (GEMETIC AMALYSIS
STRATEGIES 5.L.) para la deteccion del coronavirus SARS-CoW2 en muestras respiratorias, El sistema ez
el COVID-19 dtec-RT-gPCR Test, en su formato de 100 reacciones, que consiste en una PCR en tiempo
real para la amplificacion de un zolo gen de SARS-CoV2, no incluye analisis de un gen alternativa.

Metodologia.

El sistema COVID-19 dtec-RT-gPCR Test se ha probado con un panel de B0 muestras respiratorias
(exudados nasofaringeos) anonimizadas del bickanca del Centro Macional de Microbiclogia [CMM).
Este panel incluye 41 muestras positivas y 39 muestras negativas previamente caracterizadas segun
metodalogia recomendada por la OMS v optimizada en el CHM, mediante dos PCRs en tiempo real
segln procedimientos de referencia en cuanto a su extraccien y amplificacion (1).

Resultados.

Los resultados obtenidos mediante el sistema COWID-19 dtec-RT-gPCR Test {Tabla 1) muestran un total
de 41 muestras positivas y 39 negativas, con un 100% de sensibilidad y un 100% de especificidad.

En la Tabla 1 se detallan los resultados obtenidos para el sistema analizado en cada una de las muestras
probadas y en comparacion con los resultados de referencia.

Conclusiones

En este estudio, el sistema probado ha mostrade una sensibilidad y especificidad del 100% en la
deteccion de material genético de SARS-CoV'Z en muestras respiratorias.

Referencias
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Valores de densidad dptica obtenidos y el calculo en UFC/mL

P1
P2
P3
P4
PS5

P1
P2
P3
P4
P5

P1
P2
P3
P4
P5

P1
P2
P3
P4
P5

R-PGC-10c

C+
0,524
0,515
0,526
0,508
0,498

t=30"
0,395
0,354
0,415
0,358
0,384

t=1'
0,368
0,299
0,370
0,285
0,308

t=2'
0,238
0,194
0,266
0,183
0,215

UFC/mL Log 10
6,2
6,1
6,2
6,0
5,9

UFC/mL Log 10
4,7
4,2
4,9
4,2
4,5

UFC/mL Log 10
4,3
3,5
4,4
3,3
3,6

UFC/mL Log 10
2,8
2,2
3,1
2,1
2,5

UFC/mL
1,7E+06
1,3E+06
1,8E+06
1,1E+06
8,1E+05

UFC/mL
4,6E+04
1,5E+04
8,0E+04
1,6E+04
3,4E+04

UFC/mL
2,2E+04
3,1E+03
2,3E+04
2,1E+03
4,0E+03

UFC/mL
5,7E+02
1,7E+02
1,3E+03
1,2E+02
3,0E+02
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Valores Ct obtenidos de la RT-qPCR

Control negativo: CT = 39,91 <10 copias/mL

Controles + Ulog copias/mL
P1 17,56 4,36402 2,3E+04
P2 16,54 4,59658 3,9E+04
P3 15,88 4,74706 5,6E+04
P4 14,83 4,98646 9,7E+04
P5 15,24 4,89298 7,8E+04
t=30" Ulog copias/mL
P1 20,23 3,75526 5,7E+03
P2 20,69 3,65038 4,5E+03
P3 21,3 3,5113 3,2E+03
P4 22,01 3,34942 2,2E+03
P5 20,12 3,78034 6,0E+03
=1 Ulog copias/mL
P1 23,51 3,00742 1,0E+03
P2 22,85 3,1579 1,4E+03
P3 22,09 3,33118 2,1E+03
P4 23,54 3,00058 1,0E+03
P5 24,58 2,76346 5,8E+02
t=2' Ulog copias/mL
P1 27,4 2,1205 1,3E+02
P2 28,14 1,95178 8,9E+01
P3 25,85 2,4739 3,0E+02
P4 27,54 2,08858 1,2E+02
P5 26,85 2,2459 1,8E+02
R-PGC-10c Edicion 1.0
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