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Resumen

Legalmente en Colombia se permite el uso de cannabis para diferentes fines, por lo que en este
trabajo se identificaron los aspectos clave en la industrializacion de productos a base de marihuana,
gracias a la implementacion del decreto 811 de 2021. Por este motivo, es necesario garantizar la
inocuidad de las materias primas, que en este caso es la planta del cannabis y las posibles
enfermedades que pueden llegar a ser transmitidas al ser humano, debido a la carga de diversos
patdgenos, tal como es el caso de Salmonella spp, la cual puede traer grandes afecciones al ser
humano. Para poder detectar estas microorganismos de una manera mas eficiente, se han disefiado
diferentes técnicas, como es el caso de RT-PCR, que se detalla en el presente proyecto con todas
sus condiciones de uso, ademas aplicada a un proveedor particular (r-biopharm), con un equipo
detector de fluorecencia multicanal (RIDA CYCLER) y con el uso del kit SureFast® Salmonella
ONE. Se realiz6 un ensayo con el equipo, donde se obtuvieron resultados negativos, pues de las 27
muestras realizadas por el personal del laboratorio, de las cuales, sdlo en seis de ellas se obtuvo
una amplificacion de ADN, algo que no es congruente con el nimero de muestras contaminadas

con el microorganismo (Salmonella thypimurium).

Palabras clave: RT-PCR, Salmonella spp, Cannabis, Caracterizacion

L65
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Abstract

Legally in Colombia it let the use of cannabis for deferent targets, so in this work some key aspects
were identified in the industrialization of products the weed based, thanks of the implementation
of decree 811 of 2021. For this reason, it is necessary guarantee the safety of the raw material,
which in this case in at the cannabis plant and the possible diseases that can be transmitted to
humans, due to the load of diver pathogens, such as the case of Salmonella spp, which can be bring
it a great affection for human being. To can be detected this microorganism in a way more
efficiently, have been designed different techniques, such as the case of RT-PCR, which the
detailed it in the present project with all its conditions for use, also applicated for a particular
supplier (r-biopharm), with a multichannel fluorescence detector (RIDA CYCLER) and with the
use of SureFast® Salmonella ONE kit. One assay was carried with the equipment, where the
negative results were obtained, since of the 27 samples called out by the laboratory staff, of which
only six of them had a DNA amplification, something that is not consistent with the number of

samples contaminated with the microorganism (Salmonella typimurium).

Keywords: RT-PCR, Salmonella spp, Cannabis, Characterization.
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Introduccion

El estudio de la ingenieria bioquimica tiene como eje fundamental la solucion de problemas
comunes, dentro de los cuales se ve involucrada la presencia de microorganismos, lo que a su vez
incluye su composicion genética y la afectacion de recursos ambientales del mismo. Por esto, la
Universidad de Antioquia, ha disefiado dicho programa académico con diferentes cursos que son

complementarios entre si para lograr realizar aportes con valor agregado dentro de la industria.

Para tener habilidades en herramientas biotecnoldgicas que nos permitan estudiar los
organismos presentes en un ecosistema, es necesario poseer conocimientos sobre biologia, cultivos
celulares y practicas de ingenieria genética, dentro de estas Ultimas se incluye la PCR (Reaccién
en Cadena de la Polimerasa), técnica que permite la identificacion de cadenas de ADN (Acido
Desoxiribonucleico), por medio de compuestos enzimaticos, pares de bases y ciclos térmicos (Diaz,
A. 2014).

Por otra parte, la PCR en tiempo real también permite la cuantificacion de los genes, y
debido a que es un procedimiento eficaz se ha convertido en uno de los métodos de cuantificacion
de genes mas utilizados porque tiene un amplio rango dindmico, y una gran sensibilidad, por lo que
puede ser muy especifico en la secuencia a codificar, ademas que tiene poco 0 ningun
procesamiento posterior a la amplificacion y es susceptible a aumentar el rendimiento de la muestra
(Wong, M. 2005).

Una mejoria para la amplificacion por medio de RT-PCR (Reaccién en cadena de la
polimerasa con retrotranscriptasa reversa) de algun tipo de ADN, es el empleo de un fluoréforo,
por lo cual es necesario un equipo que permita detectar sefiales fluorescentes que realicen el
monitoreo de la reaccion de amplificacion, en este caso, el termociclador debe ser capaz de
mantener una temperatura uniforme en cada una de las diferentes etapas (desnaturalizacion del

ADN molde, alineamiento de oligonucledtidos y sintesis) (Aguilera, P. 2014).
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En este sentido, se propone una solucién para la contaminaciéon de microorganismos en la
planta de cannabis. La Salmonella ha sido considerada como una de las especies patdgenas
alimentarias mas importantes, esto debido a que sus principales huéspedes son de origen animal
como la carne de res, aves, productos derivados como huevo, leche. En especial los productos
avicolas son los principales causantes de enfermedades humanas debido a la infeccion con este
patégeno (Jamshidi, A. 2009).

Gracias a la peticion de sus clientes, el laboratorio AOXLAB S.A.S., se ha puesto en la
tarea de realizar andlisis microbiol6gicos para la identificacion de Salmonella en Cannabis. Cabe
resaltar que aparte de ofrecer este servicio por medio de herramientas de microbiologia, AOXLAB
S.A.S. También ofrece soluciones integrales en el andlisis de cannabis, tales como terpeno,

solventes residuales, micotoxinas, metales pesados, pesticidas y validaciones.

El laboratorio en su interés de satisfacer la necesidad del mercado, cuenta como alianza
estratégica con el proveedor r-biopharm®, empresa que suministra tanto los equipos necesarios
para la realizacién de los procedimientos, asi como los kits necesarios para la caracterizacion de

los microorganismos.
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Planteamiento del problema

Las especies de Salmonella han sido consideradas como uno de los patégenos alimentarios
mas importantes en todo el mundo siendo el principal reservorio de este microorganismo las fuentes
animales como la res, la carne de las aves, los huevos y la leche. Asi como la mayoria de los
portadores de este microorganismo son los productos avicolas, se tendria que tener un mayor
cuidado en el trato de los mismo, algo que usualmente no se considera como un problema de salud
publica.

Se ha identificado, gracias a el aislamiento en distintos brotes en todo el mundo, diversos
tipos de serovariedad de la Salmonella, entre ellos podemos encontrar la Salmonella entérica,
Salmonella bongori, ademas de muchos otros subgéneros. Por lo tanto, es necesario reconocerlos
y aislarlos, para lo cual se han empleado cultivos convencionales que se basan en el
enriquecimiento previo no selectivo, seguido de el cultivo selectivo y diferenciado para la deteccion
de colonias sospechosas que luego sean identificadas por medio de la bioquimica y la serologia.
La gran desventaja de este tipo de técnicas es que toman entre tres y cuatro dias la deteccion
presuntiva de las colonias, y entre cinco y seis dias la confirmacion con sus respectivos resultados
definitivos. Por tal motivo, se ha visto la necesidad de disefiar métodos mas rapidos de deteccion
que permitan realizar un sondeo de ADN o ARN, aungue estos no han tenido la suficiente
sensibilidad y especificidad.

De alli que cobra mayor importancia la deteccion por medio de la técnica PCR, pues gracias
al gen invA se ha podido determinar las secuencias exclusivas del gen de Salmonella, algo que ha
sido potenciado gracias a la amplificacion de este gen y aplicado a al diagnéstico de enfermedades
parasitarias mucho mas rapido que con los métodos tradicional. El gen invA se detect6 gracias a
que codifica para una proteina en la membrana interna de las bacterias, responsable de la invasion
de células epiteliales del huésped (Jamshidi, A. 2009).

Algunos autores afirman que es poco probable que la Salmonella esté presente en los
cultivos de Cannabis modernos y tecnificados, esto debido a que la Salmonella es un patdégeno
intestinal, que en un cultivo, no tendria un ambiente beneficioso para su crecimiento; incluso para
qgue la Salmonella pueda sobrevivir a un proceso industrial, deberia pasar por procesos de

extraccion como el calor de la descarboxilacion, por lo que si un cultivo cuenta con las pautas
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estandar de higiene y bioseguridad es muy posible que la gran mayoria de cultivos puedan evitar
la contaminacion con Salmonella (Holmes, M. 2015).

La gran problematica es que a diferencia de las pruebas en alimentos, las pruebas de
cannabis tienen que considerar varias vias de administracion mas alla de la administracion oral,
algo que fue demostrado en 2018 (Mckernan, K. 2018), cuando gracias a un estudio se estimo que
el 50% del consumo de cannabis es por vias inhalatorias, ya sea fumado con vaporizador, con
aceites esenciales o con flores, mientras que la otra mitad es consumido en Productos de Infusiones
de Marihuana (MIP), dentro de los cuales encontramos los parches transdérmicos, ungientos y
supositorios.

Otros estudios han encontrado otra gran variedad de microorganismos en flores de
cannabis, tales como: Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus
terreus, Penicillium paxilli y Penicillium citrinum, Clostridium botulinum, Eschericia coli, y
Staphyloccus, de hecho, se ha documentado muertes por Aspergilosis en pacientes

inmunocomprometidos (Mckernan, K. 2018).
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Justificacion

En Colombia el uso de cannabis tenia una politica prohibitiva hasta la llegada del decreto
811 de 2021, que regularizé el uso medicinal de la planta, ademéas de su uso farmacéutico e
industrial. A su vez, la Resolucion 227 del 2022, plantea los requisitos correspondientes con las
licencias, cupos y usos de la planta en productos industriales destinados al consumo humano.

Como parte de la calidad que debe tener los productos derivados del Cannabis, los cuidados
en cuanto a las infecciones bacterianas con patdgenos son un veértice fundamental para la obtencion
de las licitaciones a nivel industrial. Por mencionar uno de los muchos ejemplos que existen,
podemos traer a colacion el caso de Canada (Pusiak, R. 2021), donde se ha llegado a la creacion
de una cadena distribucién, un ambiente minorista, el desarrollo de protocolos de calidad y de
elaboracion adecuados ademas de muchas otras tareas auxiliares que ponen el listén alto para que
Colombia alcance los estandares requeridos para que el mejor producto llegue a los consumidores.

Varios de los Estados de Estados Unidos, son mas ejemplos de que el cannabis se esta
volviendo cada vez mas legal, luchando con la tecnologia para poder garantizar la seguridad de los
productos regulados por agencias federales como la FDA, el USDA, entre otras (Holmes, M. 2015).

Por lo anterior, el laboratorio AOXLAB S.A.S., ha puesto su empefio en ofrecer un servicio
de calidad para aquellas industrias que deseen adentrarse en este nuevo mundo de la manufactura
de productos derivados del Cannabis, ofreciendo dentro de su catalogo de anélisis microbiol6gicos,
la deteccidn de aquellos microorganismos que afecten la calidad de los productos en sus diferentes
matrices (Cola, Hojas, Tallo), con técnicas que llegan incluso a la deteccién molecular, como es el
caso de RT-PCR.
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Objetivos

Objetivo general

Referenciar las caracteristicas del procedimiento de identificacion de Salmonella spp por
medio de la técnica RT-PCR empleando el equipo RIDA®CYCLER y el kit SureFast®
Salmonella One, ambos suministrados por la empresa r-biopharm®).

Objetivos especificos

Realizar una caracterizacion bibliografica de procedimientos similares que anteceden el

presente trabajo.
Describir el equipo RIDA CYCLER Yy el kit utilizado para la deteccion de Salmonella spp en

Cannabis.
Detallar el procedimiento utilizado para la identificacion de Salmonella en una matriz vegetal,

como el cannabis en el equipo RIDA CYCLER.
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Problema de investigacion

Para realizar la caracterizacion de un proceso, es indispensable aplicar la metodologia
correspondiente al mismo y determinar la validez de este. El presente trabajo investigativo se basa
en el estudio experimental del proceso de identificacion gracias al equipo RT-PCR, cuya marca
comercial es RIDA®CYCLER vy al uso del kit de deteccion del microorganismo especifico,
administrado por el mismo proveedor del equipo (r-biopharm), de nombre SureFast® Salmonella

ONE. Lo anterior estara soportado en la busqueda bibliografica de cada etapa del proceso.
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Marco tedrico

La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica que permite la obtencién in vitro de
millones de copias de un fragmento de acido desoxirribonucleico a partir de una sola molécula,
esto mediante un proceso de replicacion celular en el que actian varias proteinas para poder unir
dos nuevas hebras de ADN a partir de otra que sirve de molde. La sintesis de esta nueva cadena se
Ileva a cabo mezclando el ADN que contiene los fragmentos que se van a amplificar, la polimerasa,
los iniciadores, que son fragmento de 15 a 30 nucleo6tidos de ADN que flanquean la region que se
va a amplificar desde el extremo 3’ libre para que se inicie la transcripcion. También se mezclan
en este proceso los desoxinucleotidos, el co-factor necesario para que trabaje la polimerasa y la
solucién buffer que sirve como amortiguador de pH apropiado para llevar a cabo la sintesis (Diaz,
A. 2014).

En el caso de la técnica RT-PCR es necesario emplear un fluoroforo, el cual es necesario
para realizar ensayos cuantitativos que permitiran detectar el namero de moléculas de ARNm, por
lo que es necesario realizar la reaccion de transcripcion reversa (RT) del ARNm (acido ribonucleico
mensajero) a ADNc (ADN complementario), para esto es necesario contar con un equipo
termociclador que debe ser capaz de mantener una temperatura uniforme para todas las muestras y

ser lo suficientemente rapido en la transicion de temperaturas de una etapa a otra.

El termociclador utilizado en este caso para realizar el método es RIDA®CYCLER, el cual
es un ciclador de PCR en tiempo real basado en induccion magnética con cuatro canales. El
software es facil de usar, preinstalado con todos los perfiles térmicos SureFast® y SureFood®,
permite un inicio rapido del analisis de una 0 mas pruebas simultdneamente. Dentro de sus

caracteristicas y beneficios podemos encontrar:

Compacto: Es un instrumento gPCR portatil y compacto.
Modular: sus multiples instrumentos se conectan de forma inalambrica a una PC.
Rapido: resultados rapidos de qPCR a través de un calentamiento y enfriamiento rapidos,

utilizando una tecnologia de induccién magnetica patentada y aire forzado por ventilador.
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Fécil: la centrifugacion de alta velocidad garantiza que las muestras se centrifugan al

comienzo de una ejecucion, sin necesidad de una centrifuga adicional. El software es facil de usar

configurado con termoperfiles precargados.

Confiable: Validado para todos los kits de PCR en tiempo real: SureFast® y SureFood®.

Accesorios productos:

Otras caracteristicas relacionadas con el equipo se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1.

OTRAS CARACTERISTICAS

Mombre dal

equipo ZRCYCLER
Peso 21kg
Dimensiones 15x15x13 cm
MN® de canales |
Volumen de

reaccion Deba2lul
Cantidad de

muestras por

dispositivo. 48

}

Caracteristicas del equipo RIDA CYCLER de la empresa r-biopharm. Recuperado

del sitio web: https://food.r-biopharm.com/.

Los fluoruros utilizados para este tipo de PCR suelen ser de dos tipos. La primera clase, son

los que tienen afinidad con el ADN, pues al entrar en contacto con este, la intensidad de la

fluorescencia se incrementa proporcionalmente a la concentracién del ADN de doble cadena. El

segundo de los sistemas fluoruros utilizados es el de sondas especificas, y tal como lo indica su

nombre, suele ser para secuencias de interés, las cuales se pueden dividir en tres tipos: sondas de

hidrolisis, sondas de hibridacion y sondas de horquilla, cuyo principio basico consiste en utilizar

el sistema FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), el cual se encarga de la transferencia

de energia entre dos fluoruros, el reportero y el apagador, emitiendo fluorescencia a diferente
longitud de onda (Aguilera, P. 2014).
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El kit utilizado por el equipo RIDA®CYCLER es SureFast® Salmonella ONE, el cual
puede aplicarse para el aislamiento y la deteccién rapida y sencilla de Salmonella spp. en diferentes
tipos de alimentos y esta destinado a ser utilizado por todo tipo de laboratorios de analisis de
alimentos.

El método consta de los siguientes pasos:

Enriquecimiento del cultivo,

Extraccion del ADN,

Deteccidn especifica por PCR en tiempo real y

Analisis e interpretacion de datos.

Por otra parte, el kit SureFast® Salmonella ONE ha sido validado y certificado por
MicroVal (numero de licencia 2014LR43) y AOAC (Association of Analytical Communities)
namero de licencia 081803.

Ademas, cada reaccion contiene un control interno de amplificacién para que los ensayos
de PCR en tiempo real puedan utilizarse con instrumentos de PCR ya establecidos y equipados

para la deteccion de dos emisiones de fluorescencia en el canal FAM y VIC/HEX al mismo tiempo.

El limite de deteccién del kit Salmonella ONE es de cinco copias de ADN. Sin embargo, el
limite de deteccion del ensayo depende de la matriz de la muestra, el grado de procesamiento, la

preparacion del ADN vy el contenido de ADN.

Los componentes del kit pueden ser consultados directamente desde el sitio web del

proveedor r-biopharmy en el presente informe se presentan en la Tabla 2.
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Codigo del Color de la
Kit Reactivo Canfidad tapao.
] Reaction Mix | 2x1100 ul Amarilla
Taq
2 polimerasa | 1x 80 ul Rojo oscuro
Control
3 positivo 12 200 ul Azul claro
L Buffer de Lisis |2 x 25 mL Transparente

Tabla 2. Componentes del Kit SureFast® Salmonella ONE. Informacion encontrada en el

sitio web: https://food.r-biopharm.com/

La empresa r-biopharm establece unos parametros de almacenamiento especificos para el

Kit, cuyos reactivos deben estar a -20 °C y protegidos de la luz. La Taq Polimerasa puede

almacenarse entre +2 y +8 °C para su uso multiple en el mismo dia. El tampon de lisis debe

almacenarse entre -20 y +8 °C. Los reactivos deben utilizarse hasta la fecha de caducidad indicada

en la etiqueta.

El proveedor establece que para la utilizacion del Kit, es necesario un instrumento de PCR

en tiempo real, equipado con dos canales de deteccion (canal FAM y VIC/HEX), ademas de los

siguientes consumibles:

Pipetas con puntas de filtro

Tubos de 2 mL

Guantes desechables

Mezclador vortex

Centrifuga con rotor para los tubos de reaccion
Termomezclador/blogue de calentamiento (hasta 95 °C)

Caldo de enriquecimiento no selectivo (por ejemplo, agua de peptona tamponada)

Por otra parte, la empresa que suministra el kit también establece unas condiciones minimas

de uso, detalladas a continuacién:
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e La extraccion, la preparacion de la PCR y la ejecucion de la PCR deben estar
separadas en salas diferentes para evitar contaminaciones cruzadas.

e Esta prueba solo debe ser realizada por personal de laboratorio formado en métodos
de biologia molecular.

e Seguir estrictamente las instrucciones de trabajo.

e Al manipular las muestras, utilice guantes desechables. Tras finalizar la prueba,
lavese las manos.

e No fume, ni coma, ni beba en las zonas donde se utilicen las muestras o los reactivos
de la prueba.

e Las muestras de alimentos y los cultivos de enriquecimiento deben tratarse como
potencialmente infecciosos, asi como todos los reactivos y materiales que se
exponen a las muestras, y deben manipularse de acuerdo con las normas nacionales
de seguridad.

e No utilice el kit después de la fecha de caducidad.

Estas condiciones minimas de uso garantizaran el uso adecuado del equipo para la deteccion
de Salmonella spp en Cannabis. La alta demanda de productos derivados de Cannabis en el pais ha
abierto la posibilidad de que el laboratorio realice andlisis para detectar diferentes contaminantes,
entre estos la Salmonella, el cual es una bacteria de interés para la salud pablica. Generalmente, la
Salmonella es un microorganismo que se asocia principalmente a alimentos, de alli es donde se
pueden encontrar la mayoria de los estudios donde se usa la técnica de RT-PCR o PCR
convencional. Es importante considerar que la Salmonella es una bacteria gram negativa, anaerobia
facultativa que no forma espora y que su género estos compuestos por dos grandes especies, como
lo son la S. bongori y la S. entérica (Lee, JI. 2022); Sin embargo, otros estudios determinan la
presencia de Salmonella spp, a través de una sonda especifica Tagman® como es el caso de
Bundidamorn, D. (2022); cuyas pruebas dieron positivas para el inv A, el cual es el gen diana para
este tipo de bacteria, al igual que a Hernandes, O. (2022), quienes utilizaron este gen para detectar

la Salmonella spp en alimentos frescos como mora, cilantro, lechuga y fresa.
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Metodologia

Preparacion de las muestras:

La preparacion de las muestras de matrices de alimentos y piensos debe aplicarse a las
normas 1SO 6887 e ISO 6579. Para el enriquecimiento, se homogeneiza un volumen de 25 g 0 25
ml de material de muestra con 225 ml de un caldo de enriquecimiento no selectivo (por ejemplo,
agua de peptona tamponada). Si las porciones de la prueba se desvian de los 25 g, el volumen del
caldo de enriquecimiento debe elegirse en una proporcion de 1:10. El enriquecimiento se realiza
durante 18 h+2 ha37 °C £ 1°C.

Como alternativa, pueden utilizarse otros procedimientos de enriquecimiento adecuados y
validados.

Para evaluar el proceso de crecimiento bacteriano, se recomienda comparar las muestras al
principio y al final del cultivo (crecimiento bacteriano con una diferencia de Cp >3).

Si el cultivo de enriquecimiento ha sido agitado o revuelto, se debe dejar que los sélidos se
asienten durante 5 a 10 minutos. Luego se debe transferir 500 pl del tercio superior del cultivo de
enriquecimiento a un tubo de 2,0 mL (no suministrado con el kit). Luego, afiadir 500 pl de tampdn
de lisis (codigo L) a los 500 pl del cultivo de enriquecimiento. Agitar brevemente el tubo y colocar
el tubo en el blogue de calentamiento. Incubar durante 10 minutos a 95 °C sin agitar. Retirar el
tubo del blogue de calentamiento y dejar el tubo a temperatura ambiente durante 1 minuto.

El pre-enriquecimiento de las muestras se realiz6 pesando 5 g aproximadamente de material
vegetal de cannabis en una dilucién 1:10, usando caldo caso como diluyente.

El control de extraccion se realizd incubando el caldo caso utilizado en el pre-
enriquecimiento a 37°C durante 20 horas aproximadamente, posterior a esto se tomaron 5uL y se
[levaron a 20uL del master mix.

Antes de llevar a cabo la contaminacion de las muestras, se sembraron por duplicado varias
diluciones seriadas de la suspension de Salmonella thypimurium. Con base en los recuentos
obtenidos se calculd el volumen necesario para trabajar con nivel intermedio de contaminacion.
Ahora bien, la contaminacion de las muestras se llevé a cabo a un nivel intermedio, con una
concentracion estimada de 10 a 15 UFC; para esto, se tuvieron cuatro tratamientos, en los cuales,
uno correspondia a seis muestras de material vegetal de cannabis contaminadas con la suspension
de Salmonella thypimurium, otras seis muestras se contaminaron con Klebsiella aerogenes como
microorganismo interferente, otras seis muestras se contaminaron con el pool de microorganismos
(Salmonella thypimurium, Klebsiella aerogenes, Escherichia coli) y por altimo se dejaron 6
muestras sin contaminar.
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Nota: Es necesario asegurarse de que el sedimento no se agita y de que no se pipetean

particulas en la reaccion de PCR.

Preparacion de las muestras y del Master mix.
El lisado debe estar listo para ser utilizado para la PCR. Si el lisado no se utiliza
inmediatamente en la PCR o esté destinado a un almacenamiento més prolongado, transfiera 100

ul del lisado en un nuevo tubo (no suministrado con el kit) y consérvelo a -20 °C.

Para preparar el Master Mix, se debe calcular el numero total de reacciones necesarias
(muestras y reacciones de control). Las reacciones de control recomendadas son: control negativo,
control positivo y control de extraccion. La mezcla maestra incluye un control interno de
amplificacion (control de inhibicion). control de amplificacion interno (control de inhibicidn) para
cada reaccion. También se recomienda preparar la master-mix con un 10 % de volumen adicional
para compensar la pérdida de reactivos (ver ejemplo de la Tabla 3 para la preparacién de 15
reacciones). Dejar descongelar, mezclar y centrifugar los reactivos antes de abrirlos y utilizarlos.

Mezclar bien cada master-mix y centrifugar poco antes de su uso.

15 reacciones
Componentes del |Canfidad (con 10% de
master-mix [pOr reaccion [exceso=
Reaction Mix 19,3 ul 318.5ul
Taq Polimerasa 0,7 ul 11,55 ul
Volumen total 20 ul 330,05 ul

Tabla 3. Ejemplo de preparacion del master-mix para la preparacion de 15 muestras.

Nota: La Taq Polimerasa puede estar en estado congelado o descongelado. Esto no afecta a

la calidad de la Taq Polimerasa o el rendimiento de la PCR en tiempo real.
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Interpretacion de resultados.

Durante el proceso de ampliacion, la sonda genera una fluorescencia que refleja la cantidad
de producto amplificado. Para entender la cinética de amplificacién por medio de la presente
técnica podemos hablar de 4 momentos fundamentales en para la obtencién de la grafica (ver
Gréfica 1). El primero de ellos es el estado basar o estado inicial, la cual, se da en los primero 10 a
15 ciclos, estado en el cual la fluorescencia es insuficiente para lograr discriminar el ruido generado
por la ampliacion del ADN, el segundo es la amplificacion geométrica, fase en la que los reactivos
se encuentran de forma abundante por lo que la amplificacion tiene una eficiencia cercana al 100%,
y debido a que es una fase exponencial, el comportamiento del ADN es de 2n, a partir de alli
comienza la fase lineal, donde los reactivos empiezan a escasear, por lo tanto la actividad
enzimatica también decrece. Al final nos encontramos la fase estacionaria que muestra una sefial

saturada, donde la amplificacidn se detiene, gracias a que los reactivos se agotaron

Valor Cp

Para el Valor Cp, también llamado valor Ct (cycle threshold), equivale al namero de ciclos
gue se necesitan para que cada curva alcance la sefial de la fluorescencia. Este valor es comparado
entre las muestras del andlisis y los distintos controles, y permite determinar la diferencia entre la
cantidad de moléculas del ADN o ADNc especifico que se desea evaluar. Para determinar esta
cantidad de ADN, partiremos del ejemplo mas sencillo donde se asume una eficiencia del 100%,
ya que este se da durante la fase exponencial, con lo cual la representacion matematica para este

Caso es:

(No)A/(No)B=2(ACt) Ecuacion 1

Doénde:

(No)A: Numero inicial de moléculas del ADN en la muestra A

(No)B: Numero inicial de moléculas de ADN en la muestra B
ACt: Diferencia entre CtB - CtA
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Ahora para un caso real, donde la eficiencia no es del 100%, la eficiencia de la reaccion se

determina con la siguiente formula:

(No)A/(No)B=(1+E)(ACt) Ecuacion 2

Donde E es la eficiencia de la reaccion.

F3sr estacionaris —_—

BLANTO

Grafico 1. Interpretacion del resultado obtenido en la RT-PCR (Aguilera, P. 2014).

La evaluacion de los resultados debe realizarse segun el programa de analisis habitual
recomendado por el fabricante del instrumento de PCR en tiempo real. Las reacciones de control
deben dar resultados correctos. Una muestra se considera positiva si en el ADN de la muestra, se
nota una amplificacién en el sistema de deteccion (FAM). Una muestra se declara negativa, si el
ADN de la muestra no muestra amplificacion en el sistema de deteccién y el control de
amplificacion interno (control de inhibicion) de la muestra es positivo (VIC/HEX) con un
desplazamiento del Cp Value <2 en comparacion con el control negativo.

Si el ADN de la muestra en el canal VIC/HEX no muestra amplificacion o un
desplazamiento del valor Cp > 2 en comparacion con el control negativo, contiene sustancias
inhibidoras de la PCR. Una disminucién significativa de la sefial de fluorescencia también puede

mostrar la presencia de sustancias inhibidoras de la PCR. En estas circunstancias es necesario
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mejorar el aislamiento del ADN vy la purificacion de la muestra. Como alternativa, el ADN puede
diluirse (recomendacién 1:2 en agua PCR) y analizarse de nuevo para detectar la inhibicion. Tenga
en cuenta que el factor de dilucion también afecta al limite de deteccion del ensayo PCR especifico
de Salmonella.

Nota: Durante el estudio de MicroVal se observaron mayores niveles de inhibicion en el
caso de las hierbas frescas, el cacao, las especias y las sustancias aromaticas y los productos de

huevo. En estos casos, por favor, proceda como se recomienda mas arriba.
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Resultados

El montaje se realizo calculando el valor necesario de la polimerasa y el reaction mix para
poder realizar el master mix (Incluyendo el 10% de VVolumen de pérdida por pipeteo). Previamente
se lisaron las muestras a analizar, tomando un volumen de 500 uL para cada una de las muestras y
500 uL del buffer de lisis, se llevd a 95°C por 10 minutos, despues se dejo por un minuto a
temperatura ambiente (Aproximadamente 25°C). A partir de la muestra lisada, se tomo 5ulL y se
afiadieron a los microtubos que contenian 20 uL del master mix , se taparon todas las muestras de
cada tratamiento y se organizaron en orden ascendente en el equipo antes de la corrida. En el
software, se procedié a configurar tal como se dan las instrucciones en el manual con el comando
“Run for template”, luego se escogen las opciones: “Porfile-SureFast”
“MICROBIOLOGY_V1.0”, despues se selecciond el método de “F5211 SureFast Salmonella
ONE”, por altimo, se nombraron y organizaron las muestras en la opcion “Sample-Name” (ver
Tabla 4).
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Well | Colour | Sample Name Cq Efficiency | Efficiency R* | Result
Material vegetal contaminado
1| B St 16 UFC ) 7 - g
Material vegetal contaminado
2| W con Salmonella i L ) Cxchuded
Material vegetal contaminado
3 = con Salmonella F i . Excluded
4 [ | Material vegetal contaminado | _ ) A Excluded
con Salmonella
5 [l |Material vegetal contaminado | ) ) Eiicliaded
con Salmonella
Material vegetal contaminado
6 P A 2380 |- - Excluded from WOL
Material vegetal contaminado
7| B Koo " r - s
Material vegetal contaminado
8| B | et F ’ - E——
Material vegetal contaminado
9 O con Klebaleia 27,52 0,96 0,99785
|71 [ Material vegetal contaminado
10 con'iGebsielia 28,68 (1,09 0,99870
Material vegetal contaminado
L = con Klebsiella i i e Excluded
Material vegetal contaminado
12 - con Klebsiella i i . Excluded
[ | Material vegetal contaminado | _ L -
13 con el pool Excluded
14| | Material vegetal contaminado | _ s : Excluded
con el pool
15 [l | Material vegetal contaminado | _ | i Excluded
con el pool
Material vegetal contaminado
16 con el pool - - - Excluded
Material vegetal contaminado
17 O con el pool B - - Excluded
I | Material vegetal contaminado | L )
18 con el pool Excluded
Material vegetal sin
19 = contaminar : i : Exciuded
I Material vegetal sin h L :
20 contaminar Excluded
Material vegetal sin 0 i i
21 contaminar Excluded
Material vegetal sin
22 - contaminar ) I ) Excluded
23 Material vegetal sin N | N fsgiutid
contaminar
2| B Matena} vegetal sin _ I _ Excluded
contaminar
25| I | Control Negativo 27,23 |[1,00 0,99872
26( [ | Control positivo 27,74 (1,14 0,99520
27| I | Control de extraccion 2863 |1,04 0,99911

Tabla 4. Resultados obtenidos del Software del equipo RIDA CYCLER.




CARACTERIZACION DEL PROCESO DE IDENTIFIACION DE SALMONELLA SPP POR RT-PCR...
28

El té verde también se incluyd en el montaje debido a que se ha estudiado que es una matriz
de hierbas y especias que tiene resultados similares a los obtenidos con el cannabis, debido a que
el fin es verificar la reproducibilidad del ensayo para luego evaluar el efecto que pueda tener la
matriz sobre el microorganismo, asi como también por disponibilidad de esta muestra. Se
contamind con Salmonella thypimurium y con los deméas microorganismos, tal y como se explico
anterior mente.

NOTA: Los ensayos se realizaron a la par por metodologia tradicional y se lograron recuperar
colonias tipicas de Salmonella en cada una de las muestras analizadas que se habia contaminado.
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Grafico 2. Normalizacion de la fluorescencia vs la cantidad de ciclos. Obtenido del
Software del equipo RIDA CYCLER.

La curva de la Grafica 2 se observa la amplificacién que muestra el equipo en los diferentes
ciclos que dura el ensayo, donde se detecta amplificacion en seis de los 27 ensayos realizados, tal
como se ve en la Tabla 4 de los tratamientos que no quedaron excluidos. Dentro de las muestras
que tuvieron amplificacion del ADN, podemos encontrar cuatro muestras que fueron utilizadas
como ruido estadistico para comprobar la especificidad del ensayo, dos de estas muestras fueron el
material contaminado con Klebsiella aerogenes, las otras dos son el control negativo y el control
de extraccion. De los resultados positivos, que dieron segun lo que se esperaba del ensayo, podemos
encontrar el control positivo que aparte de amplificar tuvo una eficiencia superior a 1,14, mientras
gue una de las muestras contaminadas con Salmonella thypimurium tuvo una amplificacion corta,
pues el equipo no alcanzé a identificar la eficiencia de la amplificacion, necesaria para determinar
la presencia del ADN de Salmonella.
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Los ensayos de PCR en general requieren de estrategias de planeacion y maltiples intentos
con el fin de desarrollar la técnica adecuada para cada caso en particular. Por tal motivo, es
necesario identificar los diferentes fallos que puede llegar a tener esta técnica, principalmente si es
basada en la deteccion por medio de multicanales para amplificar distintos ADN diana.

Una de estas dificultades es que la técnica suele ser su alta sensibilidad a las
contaminaciones del producto, pues se pueden dar amplificaciones inespecificas, lo que a su vez
genera reacciones de falsos positivos, para lo cual es necesario tomar medidas de control que
garanticen una correcta utilizacion de los reactivos necesarios para la implementacion de la técnica,
incluyendo la inocuidad con la aplicacion de la reaccion en ambientes aislados, con tubos, guantes
y pipetas esterilizados, en areas apropiadas que no estén expuestas a algunos agentes que puedan
reaccionar como los quimicos de limpieza o material que pueda contener ARNasa, ademas, que
esté libre de radiaciones ultravioleta que generen alteraciones a las moléculas que son objeto de
estudio.

La amplificacion del ADN especifico es una de las grandes cualidades de la
implementaciéon de la PCR, sin embargo, es probable que se de la amplificacion de ADN
inespecifico, esto debido a el aumento del nimero de pares de Primers o cebadores que pudieran
llegar a atrapar ADN que no hace parte del objeto de estudio, por lo cual generaria ineficiencia a
la hora de la lectura del multicanal.

Otros tipos de alteraciones en las amplificaciones pueden ser dadas por otros dos procesos;
el primero de ellos es el proceso de deriva, el cual hace referencia a las fluctuaciones durante los
ciclos iniciales, donde existen bajas concentraciones del ADN molde y donde las rampas térmicas
suelen ser muy desiguales. Por otra parte, tenemos el proceso de seleccién de blancos, que deben
de ser muy especificos para producir las amplificaciones adecuadas, para lo cual los Primers son
fundamentales, ya sea por aumento en el numero de pares como se menciond anteriormente o por
el alto contenido de guanina-citocina que también puede afectar la eficiencia del disefio (Bolivar,
A.M. 2014).
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Discusién

Como se pudo evidenciar en los resultados, es posible que se hallan dado casos de falsos
positivos o de falsos negativos en los resultados obtenidos, ya que la amplificacién de ADN se dio
en canales inespecificos y diferentes al ADN diana, que se pretendia amplificar, ademas de
amplificacion de ADN en aquellos canales donde no se pretendia que hubiera esta amplificacion,
por lo cual es necesario realizar validaciones que establezcan la idoneidad del proceso al corregir
los inconvenientes presentados actualmente.

De tal manera, como se menciona dentro del marco teorico, el kit SureFast® Salmonella
ONE ha sido validado y certificado por MicroVal (nimero de licencia 2014LR43) y AOAC
(Association of Analytical Communities) nimero de licencia 081803, por lo que es contradictorio
el resultado obtenido dentro del ensayo experimental realizado por personal de la empresa
AOXLAB S.A.S. En contraste, se realizo una busqueda de estudios similares y asi comprender los
resultados presentados. EIl primero que guarda una correlacién con el ensayo realizado, es el estudio
citado por Delbeke, S. (2015), en el que se estudié la presencia de distintas sepas de Salmonella en
las hojas de albahaca y de cilantro. Este estudio analiz6 alrededor 100 muestras de 25 g cada una
para cada tipo de hierba (albahaca y cilantro), en tres paises distintos (Bélgica, Israel y Chipre). El
estudio realizado en 51 semanas y 592 muestras, encontrd Salmonella en 10 casos aislados por
medio de cultivo y 11 casos analizados gracias a la técnica PCR.

Caso similar al anterior, es el estudio de asd, que analiz6 la infeccién por Escherichia coli
productora de toxina Shiga (STEC) y Salmonella spp en fresas, lechuga y albahaca. Esta vez el
estudio se reprodujo en PCR multiplex GeneDisc y con cepas aisladas en perlas de vidrio y
cultivada en 10 mL de caldo de soja triptico (TSB), para luego ser pasado a un subcultivo de agar
tripton soja (TSA). Para este estudio hubo una recuperacion total de Salmonella thomson del primer
dia, sin embargo, al pasar los dias, la recuperacién va disminuyendo. Lo anterior se debe a que la
cantidad de ADN a amplificar del patégeno va siendo menor cada dia. El estudio realizo pruebas
con el kit de deteccion Tagman S. entérica de Life Technologies, Carlsblad, EE.UU.

El ultimo de los casos que aporta datos relevantes para el analisis de los resultados
obtenidos, es el estudio de Gonzélez-Escalona, N. (2012), que tenia como objetivo el desarrollo de

un meétodo rapido para la deteccion de Salmonella spp con un ensayo de PCR en tiempo real
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utilizando el kit TagMan multiplex dirigido al gen invA y al locus ttrRSBCA, estos genes estan
contenidos en 101 cepas de Salmonella, por lo cual el resultado indic6 que hubo amplificacion para
todas las sefiales que arroj6 el equipo. Estos resultados los podemos observar en la Grafica 3, cuyas
graficas muestran la amplificacion de los genes. En este caso la parte A de la gréfica se puede
observar la amplificacién del gen invA, con 13 copias del ADN diluido a una concentracion de
1,3*10° copias de genoma sobre la disolucion. En la parte B encontramos las mismas disoluciones,
pero esta vez para el gen ttrRSBCA. Por altimo, encontramos la amplificacion para los controles
internos en cada disolucion. La gréfica de la recta que acompafia a cada grafica de amplificacion

hace referencia a la eficiencia, cuya pendiente negativa para todos los casos es de -1.
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Gréfico 3. Resultados obtenidos por Gonzalez-Escalona, N. (2012), en el estudio de
dos genes distintos y el control interno del kit. Recuperado de:
https://acortar.link/HGxBOd
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Conclusiones

La biotecnologia desarrolla técnicas que permiten la identificacion de microorganismos
cada vez con mayor eficiencia, pero eso si, con toda la confiabilidad que podemos tener en términos
cientificos. De eso se ha ampliado en el presente proyecto, presentando una técnica que permite la
identificacion de un microorganismo especificos como es la Salmonella spp utilizando la técnica
de RT-PCR.

Se definio gracias a diversas fuentes bibliograficas, las caracteristicas propias de la técnica
que pretende utilizar el laboratorio AOXLAB S.A.S. mostrando sus ventajas, ya que, en el mercado
actual, es necesario contar con herramientas mas eficientes para el creciente volumen de analisis a
realizar por la industria, esto con el fin de garantizarle a los seres humanos una mejor calidad de
vida.

Se mostro los resultados de uno de los ensayos realizados por el laboratorio, utilizando esta
técnica, con el equipo RIDA CYCLER, de la empresa “r-biopharm”, del cual se desgloso sus
especificaciones y las ventajas que tiene un equipo que permite determinar la amplificacion de
ADN, gracias a la capacidad de detectar fluorescencia por diversos canales de deteccidén. También
se incluyo6 en el presente informe los atributos del kit SureFast® Salmonella ONE, del mismo
proveedor, con el fin de dejar en claro la metodologia de uso y capacidad de amplificacion de genes
propios de Salmonella spp.

En cuanto a los resultados esperados, no se obtuvo caracteristicas claras de la presencia de
Salmonella en las muestras analizadas, a pesar de que el equipo humano de laboratorio siguiera la
metodologia, tal y como se sugeria en los procedimientos descritos por la empresa y el proveedor.

Por lo anterior, se realiz6 una comparaciéon con diferentes estudios, en los cuales hubo
resultados satisfactorios, con el fin de comparar los métodos y se evidencio que son muy similares
a los realizados por el personal de la empresa.

Finalmente, se llaga a la conclusion de que se debe validar la metodologia ampliando el
rango de ensayos que permitan tener una prueba estadistica contundente para la deteccion del
microorganismo en Cannabis, llevando estricto control del procedimiento para esclarecer la causa

de que los resultados esperados no se den tal como se esperan.
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Recomendaciones

Se insta al laboratorio a continuar con la bisqueda de las causas que no permitieron tener
los resultados esperados por el equipo RIDA CYCLER, basandose en la importancia del uso de

técnicas biotecnologicas, para mejorar en la eficiencia de los procesos de andlisis microbioldgicos.
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Anexos

El presente informe tuvo con fin, la caracterizacion de un proceso para el cual sélo se tuvo
uncuenta un ensayo realizado por la empresa AOXLAB S.A.S., por lo cual, el presente informe no
presente mas adicionales a la presentacion de los costos y de el cronograma de trabajo que podra

encontrar a través de siguiente link:

Anexo A: https://acortar.link/AS2sNQ



https://acortar.link/AS9sNQ

