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RESUMEN

Los virus transmitidos por alimentos, en particular norovirus humano (HuNoV por sus siglas en ingles) y el
virus de hepatitis A (VHA), representan un grave problema para la industria alimentaria y la salud publica.
Son responsables de la mayoria de los brotes de alimentos de origen viral y su deteccion y/o cuantificacion
se logra de manera estandar mediante RT-qPCR, sin embargo, algunas limitantes como la presencia de
inhibidores en muestras complejas de alimentos y la no discriminacion entre particulas infecciosas hacen
necesario el desarrollo de nuevas tecnologias de deteccion sensibles y que informen acerca de la infectividad
viral.El uso de tratamientos previos a la deteccion por RT-qPCR se ha evaluado como un enfoque indirecto
para estimar la presencia de particulas infecciosas. Estos tratamientos incluyen compuestos como el propidio
monoazida (PMA); estrategias de captura por ligandos, como el uso de mucina porcina gastrica (PGM) o
antigenos del grupo sanguineo (HBGA); el empleo de anticuerpos o aptdmeros; asi como el uso de enzimas
como RNasas y DNasas.. El pretratamiento con RNasa ha sido uno de los mas utilizados por su accesible
disponibilidad y facilidad de integraciéon con otras tecnologias. La deteccion basada en CRISPR,
particularmente haciendo uso de la enzima Cas13a, es un método de deteccion rapido, sensible y especifico
que ha sido recientemente evaluado con éxito en el diagnostico clinico de distintos agentes infecciosos, entre
ellos virales. El objetivo de este trabajo fue evaluar la factibilidad de deteccion de norovirus y VHA
potencialmente infecciosos en muestras de alimentos por medio de un sistema Cas13a acoplado a RNasa y
compararlo con el método estandar basado en RT-qPCR. La implementacion de mejores tecnologias de
deteccion permitiria una pronta respuesta en casos de brotes virales de origen alimentario, mejor toma de
decisiones por parte de la industria alimentaria con respecto al retiro de productos potencialmente

contaminados, asi como proveer de mejores herramientas para la prevencion efectiva contra estos patogenos.
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ABSTRACT

Foodborne viruses such human norovirus (HuNoV) and hepatitis A virus (HAV) are a major concern for
the food industry and public health, representing most of the foodborne outbreak’s burden. The RT-qPCR
is considered the gold standard for detection and quantification of these viruses in food samples. However,
it is known that some PCR inhibitors are present within food samples and this approach cannot distinguish
between infectious from non-infectious viruses. Thus, the need to develop more reliable and sensitive
methods, at least for the food industry, that informs about infectivity is evidenced. The use of pre-treatments
prior to RT-qPCR detection has been evaluated as an indirect approach to detect infectious particles, these
include propidium monoazide (PMA), capture by ligands such as gastric porcine mucin (PGM), blood group
antigens (HBGA), antibodies or aptamers, as well as the use of enzymes such as RNases and DNases. RNase
pre-treatment has been one of the most used due to its availability and ease of integration with other
technologies. CRISPR-based detection, particularly using the Casl3a enzyme, is a rapid, sensitive and
specific detection method that has recently been successfully evaluated in the clinical diagnosis of various
infectious agents, including viral ones. However, its implementation in food samples and viruses associated
with, with an infectivity proxy has not been yet evaluated. The aim of this work was to evaluate the
feasibility of detecting potentially infectious norovirus and HAV in food samples using an RNase-coupled
with the Cas13a system and compare it with the standard RT-qPCR-based method. The implementation of
better detection technologies would allow a prompt response in cases of foodborne viral outbreaks, better
decision-making by the food industry regarding the recall of potentially contaminated products, as well as

providing better tools for effective prevention against these pathogens.
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LISTA DE SIMBOLOGOS Y ABREVIATURAS.

NoV.- Norovirus

HuNoV.- Norovirus humano

VHA.- Virus de Hepatitis A

PMA .- Propidio de monoazida

EMA.- Etidio de monoazida

PtCl4.- Cloruro de platino

RT-gPCR.- Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativa

CRISPR .- repeticiones palindromicas cortas agrupadas regularmente interespaciadas,

por sus siglas en ingles

SHERLOCK. - desbloqueo de reportero enzimatico de alta sensibilidad especifico, por

sus siglas en inglés

ORF.- Marco de lectura abierto (Open Reading frame)
MNYV.- Norovirus murino

RPA.- Amplificacion por recombinasa polimerasa
T7.- Transcripcion mediada por polimerasa T7

CV.- Coeficiente de variacion

LOD.- Limite de deteccion

LOQ.- Limite de cuantificacion

Gc.- Copias gendmicas

Cq.- Ciclo de cuantificacion

ARNecr.- guia de CRISPR de ARN

13



1. INTRODUCCION.

Las enfermedades transmitidas por virus son un problema cada vez mayor a nivel mundial.
Existe una creciente preocupacion por aquellos virus transmitidos por alimentos como lo
son el norovirus humano y el virus de hepatitis A, que se transmiten principalmente por
via fecal-oral, ya sea por contacto de persona a persona, fomites o por ingestion de agua
y alimentos contaminados (Koopmans et al., 2002). A nivel mundial, el nimero de brotes
asociados al consumo de productos agricolas ha aumentado; por ejemplo, entre 1998 y
2013, hubo un total de 972 brotes de enfermedades transmitidas por alimentos asociadas
con productos frescos tan solo en los Estados Unidos (Fiore, 2004; Tian et al., 2017). En
2016 de todos los reportes de brotes virales asociados con productos frescos a nivel
mundial, solo el norovirus humano y el virus de hepatitis A representaron el 48.7% y
46.1% respectivamente (Chatziprodromidou et al., 2018). Dado que estos brotes son
importantes en la salud publica y una carga econdmica, se pone en evidencia la necesidad
de mejores practicas de inocuidad alimentaria, incluida la deteccion de estos patdgenos a

fin de contar con medidas de prevencion mas adecuadas.

Dos pasos criticos para poder identificar de manera exitosa la presencia de norovirus y
VHA en alimentos son la elucion del virus de la matriz y la deteccion viral. La elucion de
estos virus a menudo es dificil porque las muestras de alimentos con frecuencia tienen
baja carga viral y, por lo tanto, se requieren equipos de concentraciéon como filtracion, y
métodos especificos de elucion (Trudel-Ferland et al., 2024). Ademas, para la deteccion
de estos virus en alimentos, no basta solo con saber si estan o no presentes, sino también
si son 0 no infecciosos. Esto ultimo se complica por la ausencia de un método de cultivo
celular confiable, en el caso de norovirus y los bajos niveles de contaminacion en las
muestras de alimentos. Debido a la baja dosis infectiva de norovirus (~18 particulas
virales) y VHA (desde 1 hasta 100 particulas virales), los alimentos que contienen
pequeias cantidades de virus pueden representar un riesgo para el consumidor, por lo que
contar con métodos de deteccion de alta sensibilidad y ademds informen acerca de la
infectividad es crucial (Grabow, 1997; Teunis, Moe, Liu, Miller, et al., 2008; Yezli &
Otter, 2011). Para sobrepasar esta limitacion (determinacion de infectividad) se han

explorado numerosas alternativas donde se destacan: el uso de agentes intercalantes para
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viabilidad genémica (ej. PMA, PMAxx, EMA, PtCls), de integridad de cépside (ej.
ARNasas, proteinasas), los basados en captura por ligandos (ej. Anticuerpos, aptadmeros,
HGBA, mucina géstrica porcina) o validacion por otros sistemas de cultivo. De esto
ultimo, en el caso de norovirus humano destacan los cultivos de células madre, embriones
usando el modelo Danio rerio (Pez cebra) y mas recientemente por cultivo de organoides
entéricos (Costantini et al., 2018; Liu & Moore, 2020a; Manuel et al., 2018; Tan et al.,
2023).

Hasta la fecha, el método por RT-qPCR ha sido el método de deteccion utilizado debido
a su sensibilidad y especificidad, convirtiéndose en el estdndar de oro para la deteccion y
cuantificacion de la carga viral en alimentos. Sin embargo, este ensayo tiene limitaciones
en cuanto a costo, tiempo de ejecucion y requerimientos de infraestructura especificos (ej.
Termocicladores de tiempo real y costosos reactivos de biologia molecular) y ain mas
importante, no brinda informacion acerca de la infectividad del virus al solo detectar
material genomico. Recientemente, se han desarrollado nuevos métodos de diagndstico y
deteccion innovadores para detectar dcidos nucleicos utilizando la tecnologia de edicién
de genes CRISPR (repeticiones palindromicas cortas agrupadas regularmente
interespaciadas, por sus siglas en ingles). Esta es una herramienta de edicion del genoma
de origen bacteriano que forma parte de su llamado “sistema inmunologico bacteriano”,
que se utiliza para contrarrestar virus invasores y que ha sido utilizado como herramienta
para modificar genes en células vivas con diversas aplicaciones. En 2017, un grupo de
cientificos inform6 sobre el desarrollo de una tecnologia llamada SHERLOCK
(desbloqueo de reportero enzimatico de alta sensibilidad especifico, por sus siglas en
inglés) disefiada para detectar rapidamente 4cidos nucleicos de tipo ARN con alta
sensibilidad, especificidad de base unica e incluso en una plataforma portatil.
SHERLOCK utiliza una proteina Casl3a, que se une y escinde el ARN en lugar de los
sustratos de ADN. Después de que Cas13a, con ayuda de un guia de ARN detecta su ARN
objetivo, adopta un estado enzimaticamente "activo" en lugar de volver a un estado
inactivo, como Cas9. Luego, al activarse Cas13a escinde ARN independientemente de la
homologia, permitiendo el corte de moléculas de ARN reporteras. Esto se conoce como
"escision colateral". Es esta propiedad de Casl3a la que abre la posibilidad de utilizar

Cas13a como herramienta de diagndstico, y de ahi la presente propuesta de trabajo.
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2. ANTECEDENTES.
2.1 Norovirus (NoV).

Norovirus es un género de virus sin envoltura con forma icosaédrica, perteneciente a la
familia Caliciviridae. Su genoma esta compuesto por una tnica cadena de ARN de sentido
positivo de 7.5 kb de longitud, dividida en tres marcos de lectura abiertos (ORF1-3)
(Hardy, 2005). E1 ORF1 codifica una poliproteina, dividida a su vez en seis proteinas
virales no estructurales (NS1-2/NS7), que incluyen la ARN polimerasa dependiente de
ARN (RdRp). EIORF2 y el ORF3 codifican la proteina de estructura viral principal (VP1)
y la segunda proteina de estructura menor (VP2), respectivamente (Chan et al., 2017).
Hasta el momento, se han identificado diez genogrupos (GI-GX) basados en la secuencia
VP1, todos con diversos hospedadores, incluyendo humanos (GI, GII, GIV), especies
bovinas y caprinas (GIII), roedores (GV), canidos y félidos (GIV, GVI y GVII) y
murciélagos (GX) (Chhabra et al., 2019). Estos genogrupos dan lugar a 49 genotipos para
la capside: 9 para GI, 27 para GII, 3 para GIII, 2 para los genogrupos GIV, GV y GVL, y
1 para GVII, GVIII, GIX y GX. Recientemente, los norovirus se han categorizado
utilizando las regiones codificantes de la polimerasa viral, conocida como clasificacion de
tipo P, lo que ha dado lugar a mas de 60 tipos de RdRp (Parra, 2019). Las cepas de
norovirus humano GII.4 son la principal causa de brotes, contribuyendo en ocasiones, y
dependiendo del lugar con hasta el 80% de las infecciones por norovirus humano, sin
embargo, el genogrupo GI de norovirus humano es el que se ha establecido como el mas
frecuente en reportes especificamente de alimentos (J. Gao et al., 2024; Lindesmith et al.,
2008). La mayoria de los casos de norovirus humano en alimentos se deben al consumo,
mas no limitado a, de mariscos, bayas o berries y vegetales de hoja verde (Patel et al.,
2009; Teunis et al., 2008, Lane et al., 2019; Robilotti et al., 2015; Velebit et al., 2019). Se
han reportado varias vias de transmision de estos virus, como contacto persona a persona,
el consumo de alimentos contaminados, fomites, agua o particulas de vomito en aerosol.
Varios estudios han demostrado que las fuentes méas comunes de los brotes de norovirus
humano son los mariscos, agua y los alimentos listos para consumo contaminados (Hewitt
et al., 2009). La infeccioén por norovirus humano, pude ser asintomadtica, sin embargo, en
los casos sintomaticos suele manifestarse como vomitos de inicio agudo con diarrea

acuosa no sanguinolenta, después de un periodo de incubacion de alrededor 48 h., otros
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sintomas incluyen nduseas, calambres abdominales y, en ocasiones, fiebre baja (Robilotti
et al., 2015). Se estima que la infeccion humana por norovirus provoca anualmente casi
700 millones de casos y 220,000 muertes en el mundo (Bartsch et al., 2016). En general,
el norovirus humano posee una baja dosis infecciosa (18 particulas virales

aproximadamente, aunque puede variar dependiendo del genogrupo) (Teunis et al., 2008).

2.2 Virus de hepatitis A (VHA).

El virus de hepatitis A pertenece al género Hepatovirus dentro de la familia
Picornaviridae. Entre los siete genotipos de VHA que se han reconocido, tres genotipos
infectan a los seres humanos (I, II y III) (Desbois et al., 2010b). Es un virus pequefio, de
27 a 32 nm de diametro, con un genoma de ARN monocatenario lineal de polaridad
positiva de aproximadamente 7.5 kb de longitud (Gholizadeh et al., 2023). Existen dos
formas del virus; viriones sin envoltura, que se excretan en las heces y los viriones
cuasienvueltos (eVHA), que se secretan de forma no litica a partir de las células
infectadas. E1 eHAV se encuentra en la sangre de pacientes infectados o en el sobrenadante
de cultivos celulares infectados (Lemon et al., 2018). El genoma del virus de hepatitis A
consta de dos regiones no codificantes en cada extremo (5’ y 3”). A su vez esta se compone
de 3 regiones codificantes; region P1 codifica las proteinas estructurales VP1, VP2, VP3
y una supuesta VP4, y las regiones P2 y P3 codifican proteinas no estructurales asociadas
con la replicacion. La estructura de la cépside estd altamente conservada y solo existe un
serotipo humano. Sin embargo, seglin el andlisis de un segmento de 168 nucledtidos de la
region VP1-2A, se clasifica en seis genotipos. Los genotipos I, I y III son de origen
humano y se dividen en los subtipos A y B (Desbois et al., 2010a; Randazzo & Sénchez,

2020).

El virus de hepatitis A no causa enfermedad hepatica crénica, si no que mas bien es
autolimitante y se transmite por via fecal-oral. La transmision también ocurre a través de
los alimentos y el agua donde se puede persistir durante mucho tiempo, entre usuarios de
drogas inyectables y rara vez a través de hemoderivados infectados. Las ostras, almejas,
mejillones, lechugas, cebollas verdes, frambuesas y fresas han sido vehiculos importantes
también (Velebit et al., 2019). Puede causar insuficiencia hepatica aguda, que puede ser

mortal. La infeccion se caracteriza generalmente por un inicio agudo y signos tempranos,
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como febricula, malestar general, mialgia y vomitos (Shukla et al., 2018; Yekta et al.,
2021). Se estima que anualmente resulta en aproximadamente 1.5 millones de casos
clinicos en todo el mundo, y la muerte ocurre en aproximadamente el 0.2% de ellos; sin
embargo, las estadisticas reales de personas infectadas son aproximadamente 10 veces
mas altas debido a la falta de informacion (Hewitt et al., 2009). Un ntimero relativamente
bajo de particulas virales (10 a 100) puede causar infeccion en humanos (Grabow, 1997).
El periodo de incubacion generalmente varia entre 15 y 50 dias, tiempo en donde las
personas infectadas pueden eliminar virus. La prevalencia del virus se correlaciona con el
saneamiento, la falta de disponibilidad de agua potable y condicion socioecondmica
(Agrawal et al., 2019). La mayoria de los brotes tienen lugar durante la preparacion de
alimentos debido a contaminacioén cruzada por el manipulador. La disminuciéon de los
casos por el virus de hepatitis A puede ser factible mediante medidas de control adecuadas
como saneamiento, mejora en la produccion de alimentos, la vacunacion periddica del
personal en riesgo y la deteccion temprana de posibles riesgos (Shah et al., 2020).

2.3 Virus transmitidos por alimentos. Norovirus y virus de hepatitis A, contexto
epidemiologico.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el nimero de enfermedades
transmitidas por alimentos en un periodo de 2007 a 2015 ascendi6 en un alrededor de 600
millones, donde tan solo el norovirus humano represento el 20% de estos (120 millones)
y el virus de hepatitis A el 2% (14 millones) (Bosch et al., 2018; Havelaar et al., 2015).
En 2008, la OMS clasifico a los vegetales de hoja verde (ej. Lechuga de diversas
variedades) como el producto de principal preocupacion y a las bayas o “moras” como se
les conoce comunmente, como la segunda en términos de inocuidad alimentaria desde una
perspectiva mundial (OMS, 2008). Con respecto a los vegetales de hoja verde la
prevalencia de norovirus y el virus de hepatitis A ha sido complicada de cuantificar a nivel
mundial. Esto debido a la diversidad de brotes, naturaleza de la muestra y disposicion
geografica, donde, por ejemplo, puede estar presente en productos listos para consumo,
en puntos de venta o “retail”. En Egipto por ejemplo, se contempla una prevalencia del
30% de norovirus en productos de hoja verde, mientras que del virus de hepatitis A fue de
31.2% y para moras fue del 48% y 40% en el caso del virus de hepatitis A y norovirus

respectivamente, todo esto en punto de venta en un periodo de un afio (Elmahdy et al.,
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2022). Otro estudio entre 2013 y 2014 en Australia reportd una prevalencia de no mas del
2.2% tanto para norovirus y el virus de hepatitis A en vegetales de hoja verde y moras
(Torok et al., 2019). Se presentan algunos ejemplos mas en la tabla 1. Entre 1983 y 2018
el virus de hepatitis A y norovirus humano fueron causales principales, representando mas
del 80% de los brotes relacionados con moras en el mundo, los brotes fueron reportados
por 18 paises diferentes. Las investigaciones epidemioldgicas senalaron fuentes de
contaminacion provenientes de productores en muchos paises, siendo los mas
frecuentemente involucrados Polonia, China y la Republica de Serbia (Bozkurt et al.,
2021; WHO, 2018). Aunque anualmente se reportan casos clinicos por enfermedad de
hepatitis A, en México actualmente no se cuenta con un sistema de vigilancia para

norovirus humano y virus de hepatitis A en alimentos.

Los alimentos juegan un papel clave en la transmision de virus patogenos. Estos pueden
contaminar una amplia variedad de matrices en donde pueden permanecer infecciosos por
semanas (Stals et al., 2012). La contaminacién de los alimentos puede ocurrir de tres
formas principales: 1) durante el proceso de produccion, y donde la contaminacion del
agua juega un papel preponderante (Ceylan et al., 2020; Le Guyader et al., 2008), 2)
manipuladores de alimentos infectados que no han observado buenas practicas de higiene
(Ceylan et al., 2020) y 3) consumo de productos de origen animal que contienen virus
Zoonoticos.

Tabla 1. Ejemplos de algunos brotes de Norovirus y el virus de Hepatitis A en
alimentos.

Afio/ lugar Alimento asociado Patégeno/ Tasa de Referencia
positivos
De marzo de 2015 a Productos frescos NoV humano se (Cook et al., 2019)
abril de 2017, Reino (frambuesas y lechuga) detecto en el 5.3%
Unido productos congelados (30/568) de las
(frambuesas). muestras de lechuga, el
2.3% (7/310) de las

muestras de frambuesa
fresca y el 3.6%
(10/274) de las

muestras de frambuesa

congeladas.
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Enero de 2016 a
diciembre de 2017,
China

Bayas frescas/
congeladas (fresas,
arandanos, frambuesas,

moras)

Se detectd NoV en el
9% (81/900) de las
muestras de bayas
congeladas y en el

12.1% (109/900) de las
frescas que se venden
al por menor en el

mercado nacional.

(X. Gao et al., 2019)

Finlandia, 2006 Vegetales crudos, Mas de 400 casos de (Makary et al., 2009)
lechuga entre ellos. Norovirus
Estados Unidos, Vegetales de hoja verde y 2,922 casos de (Hall et al., 2012)
2001-2008 frutos (moras) Norovirus
congelados
Corea del Sur, 2008 Ensaladas en escuelas. 131 casos de Norovirus (Yuet al., 2010)
Finlandia, 2009. Frambuesas 200 casos de NoV (Maunula et al., 2009)
China, 2012 Pan 87 casos de NoV (Guo et al., 2014)
2015, China “Moras” mixtas 4 casos de HAV CDC. 2018
2016, Egipto congeladas. 143 casos de HAV
2017, China 24 casos de HAV
2018, Polonia 17 casos de HAV
2010, Francia Tomates semi secos 59 casos de HAV (Gallot et al., 2011)

2010, Paises bajos

Tomates semi secos

13 casos de HAV

(Petrignani et al., 2010)

2011, Inglaterra

Tomates semi secos

237 casos de HAV

(Carvalho et al., 2012)

2013-2014, Italia

Moras congeladas

1,102 casos de HAV

(Severi et al., 2015)

2.4. Dilema de infectividad y su impacto.

A nivel global, la industria alimentaria se mantiene preocupada por los sistemas de

vigilancia actuales, ya que los métodos estandar de deteccion viral en alimentos (RT-

gPCR) detectan el ARN viral pero no el virus infeccioso. Esto es particularmente

problematico para la industria e indirectamente para el &mbito clinico; los costos anuales
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de atencién médica y la pérdida de productividad debidos a la infeccién por norovirus
humano, por ejemplo, alcanzan los 60,000 millones de ddlares a nivel mundial (CDC,
2024). Dicha problematica radica en el hecho en que el ARN viral, particularmente el del
norovirus humano y el del virus de hepatitis A, puede persistir en el medio ambiente y no
representar un riesgo real a la salud. Varios estudios han destacado la limitacion de basarse
unicamente en la deteccion del ARN viral, ya que tiende a sobreestimar la presencia de
particulas virales infecciosas en una muestra. Por ejemplo, en un estudio con voluntarios
humanos, se explord la correlacion entre los resultados de la deteccion de ARN por RT-
gPCR de norovirus humano en moras. Ninguno de los veinte participantes reportd
sintomas similares a una infeccion por norovirus humano después de seis consumos
independientes, sin embargo, 28 muestras resultaron positivas (Eshaghi Gorji et al., 2021).
Otro estudio, donde se realiz6 un andlisis exhaustivo de varios tipos de productos frescos,
incluyendo 867 muestras de vegetales de hoja verde, 180 muestras de moras y 57 muestras
de otras variedades de productos frescos como tomates, pepinos y ensaladas de frutas,
revelo la deteccion de norovirus humano por RT-qPCR en el 19.5% de las muestras, pero,
al confirmar por secuenciacion estas muestras positivas, solo el 34.6% (del total de 19.5%)
fueron confirmadas (Baert et al., 2011a). Con el aumento de sensibilidad de una
determinada metodologia de deteccion, existe una creciente preocupacion sobre la
interpretacion de los resultados positivos de amplificacion por RT-qPCR. Se deben
desarrollar estrategias para confirmar los resultados mediante RT-PCR en tiempo real, de
forma similar a la deteccion de patdgenos microbianos en alimentos. La deteccion podria
indicar contacto con algun patdgeno viral en la cadena de produccion de productos frescos,
por lo cual no se puede descartar un riesgo potencial de infeccion, pero alin se desconoce
el riesgo real de los productos con resultados positivos de NoV mediante RT-qPCR. Por
lo tanto, una sefial RT-qPCR positiva de los métodos de deteccion viral estandar (ISO
15216-2:2019, capitulo 26 de la FDA BAM) no representa un virus intacto y funcional,

puede no provocar enfermedad y no deberia ser la inica base para retiros del mercado.

2.5 Meétodos de deteccion en alimentos; estandar RT-qPCR.

La mayoria de los métodos que se utilizan actualmente para la deteccion de virus

transmitidos por los alimentos se basan en RT-qPCR ya que es sensible y requiere tiempos
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de analisis mas cortos que los métodos basados en cultivos celulares (Bosch et al., 2018).

Sin embargo, a pesar de ser el estandar de oro, la RT-qPCR y otros métodos de deteccion

comunes en la industria alimentaria derivados de la misma tienen sus ventajas y

desventajas (Tabla 2).

Tabla 2. Ventajas y desventajas de algunos de los principales métodos de deteccion

utilizados para virus transmitidos por alimentos.

Método

Ventajas

Desventajas

Referencias

Método ISO / CEN

Se incluyen los principales
virus y matrices
alimentarias.
Mayor confianza en los
resultados debido al uso de
controles y descripcion
detallada de como
interpretar los resultados.

e El reconocimiento
internacional de un método
ISO aumenta la
implementacion de un
método armonizado en los
laboratorios.
Introduce la posibilidad de
comparar y evaluar
resultados de diferentes
laboratorios.
Facilita la acreditacion de
laboratorios para pruebas

de virus.

e No incluye métodos
para matrices de
alimentos procesados.

e Elelevado nimero de

controles aumenta los
costos.
e Deben estar disponibles
controles comerciales.
e Puede conducir a la no
deteccion de niveles
bajos de virus en
algunas matrices
especificas.

e No se puede distinguir
entre particulas
infecciosas y no

infecciosas.
e Complejidad del

meétodo.

(Perrin et al., 2015)

Cuantificacién y

confirmacion.

La cuantificacion de rutina
proporciona datos sobre los
niveles de referencia de
virus en matrices
alimentarias e informar4 la
implementacion de niveles

aceptables.

e La cuantificacion por
RT-qPCR es sensible a
los inhibidores y tiene
una precision poco
confiable para niveles

bajos de virus.

(Baert et al., 2011b
L. Miiller et al.,
2015)

>
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e La confirmacion °

La confirmacién de los
sistematica de los

resultados positivos de

resultados de RT-qPCR RT-qPCR mediante

mediante secuenciacion secuenciacion es dificil
proporciona informacioén debido a la baja
sobre la epidemiologia de sensibilidad.

las cepas del virus. e Lacuantificaciony la

confirmacién aumentan

el costo.
Deteccion de virus

e Reduce la sobreestimacion e

Es necesario desarrollar ~ (Escudero-Abarca
molecular a partir de

del nimero de particulas de

una amplia gama de

etal., 2014,
capsides de virus virus infecciosos.

reactivos. Moreno et al.,
intactas

e Necesita una evaluacion 2015)

cuidadosa de los
protocolos segun el tipo
de virus y matrices.
e Deben incluirse

controles infecciosos y

no infecciosos.
ICC-RT-PCR e  Permite la deteccion de

e Los virus entéricos de (Ryu etal., 2018)
virus infecciosos.

tipo salvaje son
Mas sensible que el generalmente dificiles
cultivo celular solo. de cultivar.
[ ]

Detecta virus infecciosos U

Es necesario optimizar

que no muestran efecto un sistema de cultivo

citopatico. simple para NoV.
e Acorta el tiempo de e El cultivo aumenta el

analisis en comparacion costo y el tiempo

con el cultivo celular solo. necesarios para el
diagnostico.
e No es cuantitativo a
menos que se utilice
como prueba de nimero

mas probable (MPN).

2.5.1 Cuantificacion por RT-qPCR.
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La cuantificacion de particulas virales mediante la técnica de RT-qPCR se puede realizar
utilizando una curva estandar generada a partir de cantidades conocidas de la secuencia
diana representada por ARN o ADN transcrito sintético o in vitro (Costafreda et al., 2006;
Da et al., 2014; Gentry et al., 2009). Independientemente del método utilizado, el paso
mas critico es la transcripcion inversa (RT), siendo el ARN la opcidon 6ptima como control
de amplificacion externo (Costafreda et al., 2006). Sin embargo, la produccion y
cuantificacion de materiales estandar por laboratorios individuales puede dar lugar a
diferencias entre las intersecciones de la curva estandar y, por tanto, inducir una variacion
entre laboratorios, sugiriendo que el uso de reactivos estandar certificados puede reducir
la variacion. Los estudios entre laboratorios (comparativos) y el uso de varios reactivos y
sistemas de RTq-PCR para cuantificar niveles bajos de virus (por ejemplo, <100 copias
del genoma/g) pueden conducir a una variabilidad de los resultados, por ejemplo,
diferentes valores de umbral del ciclo (Ct, del inglés cycle threshold) obtenidos por varios

laboratorios (Costafreda et al., 2006; Da et al., 2014; Gentry et al., 2009).

Es importante destacar que los virus a menudo se distribuyen de manera desigual en una
matriz de alimento, por lo que es necesario analizar un conjunto de muestras para obtener
resultados mas confiables (Gentry et al., 2009; A. Miiller et al., 2017). Actualmente, no se
aplican criterios microbioldgicos regulatorios (por ejemplo, normas, directrices o
especificaciones) en relacion con la deteccion de virus. La mayoria de las empresas y
autoridades alimentarias solicitan ensayos cualitativos como parte de las pruebas de rutina
de su control de calidad o en investigacion de brotes (A. Miiller et al., 2017). Sin embargo,
para confirmacion de una sefial RT-qPCR positiva y para ayudar en los estudios
epidemioldgicos, se recomienda la tipificacion sistematica de cepas vinculadas a los brotes

y la vigilancia de virus en productos alimenticios.

2.5.2 Infectividad indirecta por medio de RT-qPCR.

El estudio de norovirus humano se ha limitado por la falta de un sistema eficiente de
cultivo celular en modelos animales. Esta ausencia ha llevado a utilizar virus subrogados
como el norovirus murino, el virus de Tulane o el calicivirus felino que si pueden crecer
en laboratorio, aunque sus caracteristicas no siempre reflejan fielmente las del norovirus

humano. A pesar de que se han identificado varios de estos virus que permiten evaluar la
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capacidad infectiva mediante técnicas como ensayos de formacion de placas o dosis
infecciosa del cultivo de tejidos al 50% (TCID50, del inglés Tissue Culture Infectious
Dose 50%), su uso sigue siendo una aproximacion indirecta. En los Ultimos afios, ha
habido progresos importantes en el cultivo del norovirus humano, pero las metodologias
aun no se consideran lo suficientemente practicas para un uso generalizado. Como se
menciond anteriormente, las técnicas basadas en RT-qPCR presentan una limitacion
fundamental: no diferencian entre virus activos e inactivos. Esto se debe a que amplifican
todo el ARN presente, ya sea libre, parcialmente degradado, envuelto en capsides dafnadas
o con mutaciones que impiden la replicacion. Esta ambigiiedad genera dificultades a la
hora de interpretar los resultados, especialmente en estudios de prevalencia o al analizar
la eficacia de métodos de inactivacion. Con el reconocimiento creciente del impacto del
norovirus humano en enfermedades transmitidas por alimentos, también ha aumentado la

preocupacion por este problema, conocido como el “dilema de la infectividad”.

Actualmente, no existe un método universalmente aceptado para evaluar la infectividad
del norovirus humano. Sin embargo, se han investigado varias técnicas moleculares
avanzadas basadas en acidos nucleicos como el uso de long-template RT-PCR, el empleo
de intercalantes bloqueadores de transcripcion, pretratamientos enzimaticos o la
incorporacion de etapas de union a receptores celulares. Es importante dejar en claro que
ninguna de estas técnicas logra replicar completamente los resultados observados con
virus sustitutos cultivables en estudios de inactivacion, aunque muchas de ellas si permiten
eliminar una fraccion considerable de las particulas no infecciosas por lo que se suele

referir a estas como indicador de infectividad.

2.5.2.1 Long-template RT-qPCR.

La técnica long-template RT-PCR ha sido explorada por su posible utilidad en evaluar la
integridad del genoma, permite amplificar segmentos extensos del ARN del norovirus. A
diferencia de la RT-qPCR convencional, que solo se enfoca en una pequefia region
conservada para cuantificar el ARN viral, esta estrategia considera la posibilidad de que
otras partes del genoma puedan estar dafiadas sin que eso se refleje en una reduccion del
titulo detectado (Kostela et al., 2008). Se ha observado que distintas regiones del genoma

pueden responder de manera desigual frente a tratamientos de inactivacion, como la
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radiacion UV, por lo que el dafo gendémico no sigue un patron aleatorio como el descrito
por la distribucion de Poisson (Pecson et al., 2009). En el caso de norovirus, se ha logrado
amplificar practicamente todo el genoma del genotipo GII (7,300 nucledtidos
aproximadamente) utilizando esta técnica (Kostela et al., 2008). No obstante, el método
presenta serias limitaciones: su eficiencia y sensibilidad son bajas, el proceso es lento y la
amplificacion de fragmentos tan largos resulta técnicamente demandante. Ademas, Seo et
al., 2012 mostraron que esta técnica subestima significativamente la reduccion de virus
sustitutos infecciosos (como MNV y MS2) tras tratamientos térmicos, salinos o con
variaciones de pH, lo que sugiere que también se amplifico ARN proveniente de particulas
no viables. Esto podria explicarse porque el método no discrimina si el ARN esta

contenido dentro de capsides dafiadas o con mutaciones letales.

2.5.2.2 Agentes intercalantes.

Los agentes intercalantes como los colorantes fotoactivables propidio monoazida (PMA)
y etidio monoazida (EMA), se han utilizado para estimar la viabilidad tanto de bacterias
(eJ. Escherichia coli'y Bacillus subtilis) como de ciertos virus, incluyendo el bacteriofago
MS?2, el virus de hepatitis A y norovirus (Kim & Ko, 2012). Estos compuestos, al ser
activados mediante luz visible, generan radicales nitrilo altamente reactivos que se unen
covalentemente al material genético, impidiendo asi su posterior amplificacion por PCR.
Como los intercalantes no penetran membranas celulares ni capsides virales intactas, solo
actian sobre acidos nucleicos expuestos debido a dafio estructural. Al aplicar un
tratamiento con PMA antes de una RT-qPCR, es posible reducir parcialmente la deteccion

de virus no infecciosos.

Aunque esta estrategia ha sido empleada para intentar distinguir entre particulas virales
activas e inactivas, su eficacia puede ser variable y no siempre confiable. Por ejemplo, se
ha demostrado que la combinacion de RT-PCR con pretratamiento de PMA permite
diferenciar ARN viral libre de particulas virales integras (como MNV-1 y norovirus), pero
no logra distinguir adecuadamente entre norovirus infecciosos e inactivos, sin importar el
tipo de tratamiento recibido (Randazzo et al., 2016). En otro estudio, se observé que la

RT-qPCR acoplada con EMA subestim¢ la reduccion del genotipo GII.4 de norovirus
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humano cuando se utilizé plasma frio como método de inactivacion (Aboubakr et al.,
2020). Actualmente existen versiones mejoradas de estos colorantes, como PMAxx y
PEMAX, y se ha reportado que PMAxx tiene un desempefio superior frente a sus
predecesores en la evaluacion de la infectividad de norovirus. De acuerdo con Randazzo
et al., 2016, el uso de PMAxx en combinacidn con un surfactante (Triton X-100) permitid
diferenciar entre particulas infecciosas y virus inactivados térmicamente, observando
reducciones en la sefial de RT-PCR de entre 1.4 y mas de 2 logaritmos. Ademas, este
enfoque puede incorporarse sin dificultad a protocolos establecidos, como la norma ISO
15216, para la deteccion de norovirus humano o el virus de hepatitis A en alimentos y
agua. No obstante, esta metodologia presenta limitaciones teoéricas: no detectaria
particulas que, aunque contengan dafios o mutaciones letales en el dominio P, conserven
una capside aparentemente intacta. Este mismo problema se plantea también para otras
estrategias como los pretratamientos enzimaticos. Por tanto, aun se requiere mayor
investigacion para validar plenamente la utilidad de estos métodos en la evaluacion de la

infectividad del norovirus.

2.5.2.3 Tratamientos enzimaticos.

Los pretratamientos enzimaticos combinado con métodos de deteccion basados en acidos
nucleicos, ha sido propuesto como una estrategia prometedora para evaluar la infectividad
del norovirus humano y del virus de hepatitis A. Esta aproximacion, puede utilizar una
mezcla de proteinasa K y ARNasa. Nuanualsuwan & Cliver, 2002 propusieron, con el
objetivo de reducir los falsos positivos, el eliminar capsides virales dafiadas y ARN viral
libre mediante estos pretratamientos. Lamhoujeb et al., 2008. reportaron que al aplicar
este tratamiento junto con la técnica NASBA (Nucleic Acid Sequence Based
Amplification, por sus siglas en ingles) en tiempo real, no se detectaron sefiales falsas en
muestras de calicivirus felino ni de norovirus humano sometidas a tratamiento térmico.
Sin embargo, aun se requiere una evaluacion mas amplia sobre su eficacia frente a
diferentes variantes virales y métodos de inactivacion. Un aspecto por considerar es que,
aunque el tratamiento con ARNasa permite eliminar el ARN de virus con cépsides
comprometidas sin afectar particulas intactas, su especificidad no es absoluta. Fragmentos

de ARN de bajo peso molecular o complejos ribonucleoproteicos (RNPs) pueden seguir
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siendo amplificados por RT-PCR. Ademas, se ha observado que estos RNPs, resistentes
a la ARNasa, pueden liberarse de particulas de HuNoV tras exposiciones térmicas
moderadas (por ejemplo, 45 °C durante 1.5 minutos), lo que sugiere que la capside
parcialmente dafada puede seguir ofreciendo cierta proteccion al material genético.
Sanchez et al., 2012 obtuvieron una reduccion de 0.55 logaritmos en el virus de hepatitis

A térmicamente inactivado a partir de un inoculo de 3.12 + 0.03 log PCRU.

Un desafio técnico radica en la combinacion de ambas enzimas. La proteinasa K puede
degradar a la ARNasa si no se estabiliza adecuadamente, lo que suele requerir la presencia
de iones calcio (1 mM). Por esta razon, algunos estudios han propuesto aplicar las enzimas
en etapas separadas (primero proteinasa K y luego ARNasa A), lo que ha demostrado
mejorar la capacidad para reducir sefiales no especificas en comparacion con la estrategia
de un solo paso. No obstante, incluso este enfoque secuencial no logra eliminar

completamente los falsos positivos.

2.5.2.4 Ligandos.

Entre las distintas estrategias basadas en acidos nucleicos para la deteccion de virus
infecciosos, la incorporacion de una etapa de unidn con ligandos antes de la RT-qPCR se
ha consolidado como una de las mas utilizadas. Este enfoque se ha destacado por su
rapidez y sensibilidad al permitir la exclusion de particulas virales no infecciosas. En esta
técnica, se emplean microesferas magnéticas recubiertas con diferentes ligandos, como
PGM (mucina porcina), HBGAs, anticuerpos o aptameros, que capturan especificamente

las particulas virales presentes en la muestra.

Cannon & Vinj¢, 2008 demostraron que al usar microesferas conjugadas con antigenos H
tipo 1 y aplicar posteriormente RT-qPCR, fue posible detectar cantidades tan bajas como
30 a 300 copias genoémicas de norovirus en aguas ambientales. Dancho et al., 2012,
propusieron el uso de microesferas recubiertas con PGM (PGM-MB) en conjunto con RT-
gPCR como una herramienta para diferenciar entre virus infecciosos y no infecciosos.
Esta propuesta se basé en la observacion de una menor capacidad de unién a PGM por
parte de virus tratados con métodos de inactivacion como radiacion UV, calor o alta
presion. Sin embargo, la eficacia de esta metodologia depende tanto de la cepa como del

tratamiento de inactivacion aplicado. De manera interesante, Moore et al., 2016
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observaron que el aptamero M6-2 mostraba una afinidad de unién dependiente de la
integridad de la cépside viral similar a la de los HBGAs, lo que lo posiciona como una
alternativa viable para detectar particulas virales completas. Al utilizar ligandos
especificos, como anticuerpos, PGM o HBGAs, se logra capturar inicamente particulas
virales con blanco de capside intacto, lo cual reduce la deteccion de ARN libre de virus
inactivados. A pesar de sus ventajas, esta técnica no permite diferenciar completamente
entre virus infecciosos y no infecciosos con genomas letalmente danados o mutados, ya
que su eficacia esta estrechamente ligada a la especificidad del ligando utilizado. La falta
de ligandos con amplia reactividad también limita su aplicabilidad para la deteccion de la

diversidad de cepas de norovirus.

Como todas las técnicas, estas alternativas moleculares como indicadores de infectividad

tienen ventajas y desventajas (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacion de métodos moleculares propuestos para estimar infectividad.

Técnica Principio Ventajas Limitaciones Notas
RT-PCR de Amplifica Puede reflejar Baja No sigue
fragmento regiones dano eficiencia, distribucion de
largo extensas del  gendémicono  sensibilidad Poisson en
genoma viral  detectado por limitada, tratamientos
para evaluar RT-gPCR laboriosa; como UV; util
su integridad  convencional puede para estudios
amplificar gendmicos, no
RNA no para rutina
infeccioso
contenido en
capsides
dafiadas
RT-PCR con Bloquea la Elimina Inconsistente  PMAxx + Triton
intercaladores amplificacion  parcialmente segun la X-100 mejora
(PMA, EMA) de RNA libre la sefial de matriz o el especificidad;
0 expuesto virus no virus; no compatible con
tras activacion  infecciosos; diferencia ISO 15216
con luz PMAxx virus con
mejora capside
resultados intacta, pero
genoma no
funcional
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Pretratamiento Degrada RNA  Disminuye  Dificil control Protocolo
enzimatico y capsides falsos de enzimas; secuencial (2
(Proteinasa K/  dafadas antes positivos; RNA pasos) mejora
ARNasa ) de la simple de protegido en  resultados frente
deteccion implementar capsides al protocolo en
parcialmente un solo paso
dafiadas puede
seguir
detectandose
Union con Captura Rapido, La El aptamero M6-
ligandos + RT-  selectiva de sensible, especificidad 2 mostro
qPCR particulas concentra depende del ~ comportamiento
intactas virus, ligando; no similar a HBGA;
usando remueve elimina virus resultados
HBGA, PGM, inhibidores; con genoma variables segliin
anticuerpos o adaptable a mutado, pero cepay
aptameros matrices capside tratamiento
alimentarias funcional

2.6 Otros metodos de deteccion.
2.6.1 Meétodos isotérmicos.

Las técnicas de amplificacion isotérmica representan un avance importante en la deteccion
molecular de patdogenos, ya que permiten la amplificacion del material genético a
temperatura constante, eliminando la necesidad de equipos térmicos complejos como los
termocicladores. Estas metodologias son particularmente utiles para aplicaciones en
campo o en lugares con recursos limitados, debido a su rapidez, simplicidad y bajo costo.
Entre las principales técnicas isotérmicas aplicadas para la deteccion tanto de norovirus
como del virus de hepatitis A se encuentran la amplificacion isotérmica mediada por bucle
(LAMP, del inglés Loop-Mediated Isothermal Amplification), amplificacion basada en
secuencias de 4cidos nucleicos (NASBA) y amplificacion por polimerasa con

recombinasa (RPA, del inglés Recombinase Polymerase Amplificaction.

LAMP ha demostrado ser eficaz para identificar diversos subtipos de norovirus humano,

con un limite de deteccion cercano a 1,000 copias gendmicas por reaccion, sin presentar
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reactividad cruzada entre subtipos, adicionalmente y para facilitar la interpretacion, se ha
incorporado el colorante azul de naftol hidroxilo en RT-LAMP, manteniendo una
sensibilidad similar y obteniendo una alta concordancia con la RT-qPCR convencional
(Fukuda et al., 2006; Luo et al., 2014). Mas recientemente, se desarroll6 una version de
RT-LAMP de un solo paso que supero en sensibilidad por un factor de diez a la RT-qPCR
estandar. Gracias a su bajo costo, alta sensibilidad y facilidad de uso, esta técnica es ideal
para la deteccion rapida directamente en campo, y su formato multiple ofrece un potencial

adicional para aplicaciones mas complejas (Jeon et al., 2017).

Por otro lado, la tecnologia NASBA también se ha utilizado para la deteccion de
norovirus, permitiendo identificar ARN viral en muestras fecales con un tiempo de
andlisis entre 4 y 6 horas. Varios estudios han reportado sensibilidades del 100% y
especificidades cercanas al 80%, mostrando una buena concordancia con métodos
estandar como la RT-qPCR (Greene et al., 2003). La NASBA destaca por no requerir
muestras de alta calidad, su facilidad de manejo y alta precision, lo que la convierte en

una herramienta valiosa para diagndsticos rapidos y vigilancia temprana de infecciones.

Finalmente, la RT-RPA emerge como una técnica innovadora que permite detectar
norovirus humano en menos de 30 minutos a temperatura constante (40 °C), con un limite
de deteccion alrededor de 2,500 copias gendmicas (3.4 log) (Moore & Jaykus, 2017). Este
método es menos susceptible a inhibidores presentes en muestras complejas y ofrece un
procedimiento agil que facilita la identificacion rapida del agente infeccioso, ayudando a

frenar la propagacion del virus.

2.6.2 Biosensores.

En afios recientes, los biosensores han emergido como una herramienta prometedora para
la deteccion de patogenos, destacando por su rapidez, estabilidad, bajo costo y la
posibilidad de ser integrados en dispositivos portatiles para diagnostico directo en el punto
de atencion. Un biosensor tipicamente consta de tres componentes principales: un
elemento de reconocimiento bioldgico, un transductor y un sistema de procesamiento de
sefiales (Vo-Dinh & Cullum, 2000). La interaccion especifica entre el analito y el
elemento biologico se transforma en una sefial medible a través del transductor,

permitiendo la deteccion precisa. La eleccion del elemento biologico es fundamental para
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la especificidad del biosensor y debe ser altamente afin a la sustancia objetivo, ademas de
ser estable. Estos elementos pueden incluir enzimas, anticuerpos, ligandos, acidos
nucleicos, fagos y polimeros moleculares, entre otros, siendo los anticuerpos los mas
utilizados para la deteccion viral. Segun el mecanismo de transduccion, los biosensores se
clasifican en electroquimicos, dpticos y piezoeléctricos (Justino et al., 2015; Saylan et al.,
2019). Actualmente, el desarrollo de biosensores enfocados en la deteccion de norovirus
humano ha recibido considerable atencion, con esfuerzos dirigidos a crear dispositivos
que sean rapidos, sensibles, portatiles y de facil manejo para su aplicacion en alimentos,
ambientes y muestras clinicas (Adegoke et al., 2016; Ashiba et al., 2017; Baek et al., 2019;
Hwang et al., 2017).

2.7 Deteccion basada en CRISPR.

Lareaccion de PCR es el método mas utilizado para detectar acidos nucleicos especificos.
Sin embargo, esta técnica requiere equipos especializados y costosos, asi como personal
capacitado. Recientemente se han desarrollado métodos innovadores para detectar acidos
nucleicos utilizando la tecnologia de edicion de genes CRISPR. Los sistemas inmunitarios
adaptativos de repeticiones palindromicas cortas agrupadas regularmente interespaciadas
en clusteres microbianos (CRISPR) y asociados a CRISPR (CRISPR-Cas) contienen
endonucleasas programables que pueden aprovecharse para el diagndstico basado en la
técnica CRISPR (CRISPR-Dx, Gronowski, 2018). Mientras que algunas enzimas Cas se
dirigen al ADN, las ARNasas guiadas por ARN de efector tnico, como Casl3a
(anteriormente conocida como C2c2), se puede reprogramar con ARN CRISPR (ARNcr)
para proporcionar una plataforma para la deteccion de ARN especifico. Tras el
reconocimiento de su ARN objetivo, Casl3a activado se involucra en la escision
"colateral" de los ARN cercanos no especificos. Esta actividad de escision colateral
programada por crARN permite a Cas13a detectar la presencia del ARN buscado in vivo
o in vitro mediante la degradacion inespecifica del ARN marcado con una molécula

reportera (Gootenberg et al., 2017; Gronowski, 2018; Petri & Pattanayak, 2018).
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2.7.1 CRISPR SHERLOCK.

En 2017, un grupo de cientificos informo sobre el desarrollo de una tecnologia llamada
SHERLOCK. Su objetivo era desarrollar un método para detectar rapidamente acidos
nucleicos con alta sensibilidad, y especificidad de base unica en una plataforma portatil.
En lugar de usar la endonucleasa Cas9, la técnica SHERLOCK usa una proteina
relacionada, pero diferente, la Casl3a, que se une y escinde el ARN en lugar de los
sustratos de ADN. Después de que Casl3a escinde su ARN objetivo, adopta un estado
enzimaticamente "activo" en lugar de volver a un estado inactivo, como Cas9. Luego,
Casl3a se une y escinde ARN adicionales independientemente de la homologia, proceso
conocido como "escision colateral”. Es esta propiedad de Cas13a la que abre la posibilidad
de utilizar Cas13a como herramienta de diagnostico (Abudayyeh et al., 2017; Gootenberg
et al., 2017; Myhrvold et al., 2018).

La técnica SHERLOCK funciona amplificando el ARN (o ADN con una transcriptasa
inversa) mediante amplificacion por la polimerasa recombinasa, en un proceso isotérmico
de 4acido nucleico. Esta amplificacion isotérmica no requiere instrumentacion
especializada, ya que utiliza una sola temperatura. Los nucle6tidos amplificados se
combinan con la nucleasa Casl3a, un ARN guia que coincide con la secuencia de acido
nucleico de interés y una secuencia de nucledtidos corta que se acopla a un indicador
fluorescente y un atenuador. Si la secuencia diana estd presente en el conjunto de
nucledtidos amplificados, la actividad ARNasa no especifica de Casl3a se activa y el
indicador de ARN se escindird dando como resultado la activacion del fluoroforo. Por lo
tanto, la sefial fluorescente se usa como indicador para determinar si la secuencia diana
esta presente en el grupo original de nucledtidos (Abudayyeh et al., 2017; Gootenberg et
al., 2017; Gronowski, 2018; Myhrvold et al., 2018; Petri & Pattanayak, 2018).

Se ha demostrado que la técnica SHERLOCK es capaz de distinguir entre el virus del Zika
(ZIKV) y el virus del dengue (DENV) en aislamientos clinicos (suero u orina) incluso a
concentraciones tan bajas como 2,000 copias/ml (3.2 aM). También pudieron distinguir
entre varias cepas bacterianas patogenas, genotipificar el ADN humano e identificar
mutaciones en el ADN tumoral libre de células y las aplicaciones diagnosticas siguen

aumentando (Gootenberg et al., 2017).
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Se han desarrollado avances en la tecnologia SHERLOCKvV2 (Gootenberg et al., 2018):
multiplexacion de cuatro canales, medicion cuantitativa tan baja como 2 aM, aumento de
3.5 veces en la sensibilidad de la sefial, y desarrollo de una lectura de flujo lateral. La
flexibilidad de esta nueva tecnologia revolucionaria tiene un potencial enorme, los usos
propuestos han incluido la deteccion rapida de patogenos de neumonia tanto virales como
bacterianos en un mismo ensayo, monitoreo de la carga viral en pacientes con virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) que reciben terapia en areas de recursos limitados,
biopsia liquida para detectar mutaciones en el ADN libre de células, resultados rapidos de
tuberculosis antes de que el paciente se pierda durante el seguimiento e incluso la
deteccion rapida de genes de resistencia a patdogenos (Gootenberg et al., 2018; Kellner et

al., 2019; Mustafa & Makhawi, 2021).

2.7.2 Deteccion basada en CRISPR en alimentos.

CRISPR Casl3a también se ha aplicado para detectar el virus de la influenza aviar A
(H7N9, Ackerman et al., 2020; Gootenberg et al., 2018), virus del Ebola (Barnes et al.,
2020), de Epstein-Barr, del sindrome respiratorio y reproductivo porcino, de la peste
porcina africana, y agentes bacterianos como Sa/monella Enteritidis, micro ARN's, genes
vegetales (Gronowski, 2018; Zhou et al., 2020), metilacion de bases y proteinas y mas
recientemente en la deteccion del virus SARS-CoV2 (Arizti-Sanz et al., 2020). Sin

embargo, la deteccion de agentes virales en alimentos ha sido poco explorada.

Zhou et al., (2020), desarrollaron una plataforma de deteccion de bacterias basada en
CRISPR Casl13a, particularmente para Staphylococcus aureus en muestras de alimentos.
Reportaron que el método fue capaz de detectar ADN gendmico a concentraciones tan
bajas como 100 aM, con un limite de deteccion de 1 UFC/ml en un rango de 100 a 10’
UFC/ml. El tiempo del ensayo completo fue de menos de 4 h y demostrd una selectividad
satisfactoria para S. aureus sin interferencia de otras bacterias en alimentos como leche,
jugo, cerveza y agua, mostrando un rendimiento comparable al método de recuento
convencional basado en cultivos, pero con un tiempo de ensayo corto y de alta

sensibilidad.
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3. JUSTIFICACION.

El norovirus humano y el virus de la hepatitis A son los principales virus responsables de
enfermedades transmitidas por alimentos, con una participacion estimada en mas del 20%
de los brotes alimentarios en todo el mundo. Las técnicas basadas en RT-qPCR son
ampliamente utilizadas para la deteccion de estos virus, sin embargo, presentan
limitaciones importantes, como la incapacidad de distinguir entre virus infecciosos y no
infecciosos, asi como su dependencia de equipos costosos y largos tiempos de
procesamiento. Esto puede derivar en falsos positivos que sobreestiman el riesgo a una
infeccion real. Diversos enfoques de pretratamiento han sido propuestos para mejorar la
correlacion entre la deteccion molecular y la infectividad, entre ellos el uso de enzimas
como la ARNasa, capaz de degradar ARN viral expuesto de particulas con capsides
dafiadas, lo cual permite reducir la deteccion de virus no infecciosos. Recientemente se ha
desarrollado una plataforma de deteccion molecular basada en el sistema CRISPR, la cual
combina la pre-amplificacion de acidos nucleicos con enzimas Cas para el reconocimiento
especifico de secuencias objetivo de ADN o ARN. Esta tecnologia permite una deteccién
ultrasensible, especifica y potencialmente portatil de acidos nucleicos, lo que la hace
especialmente atractiva para su implementacion en escenarios de deteccion rapida. No
obstante, su aplicacion en el ambito de la inocuidad alimentaria representa un area de gran
potencial, aunque alin poco explorada. El analisis de muestras alimentarias plantea retos
técnicos significativos, particularmente en la deteccion de virus, debido a la complejidad

de las matrices y a las bajas concentraciones de los agentes virales.

La incorporacion de este tipo de pretratamientos en plataformas CRISPR podria aumentar
la especificidad funcional del ensayo, permitiendo una aproximacion mas precisa al riesgo
real de infeccion. Por tanto, el desarrollo de un método de deteccién basado en la
plataforma CRISPR, combinado con pretratamientos enzimaticos como ARNasa,
representa una estrategia prometedora, econémica y de rapida implementacién para la
deteccion diferenciada de virus infecciosos en alimentos. Esta herramienta tendria un
impacto directo en la mejora de los tiempos de respuesta ante brotes alimentarios, asi
como en el fortalecimiento de los sistemas de monitoreo y control sanitario en la cadena

de produccion alimentaria.
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4. HIPOTESIS.

El método de deteccion basado en CRISPR Casl3a acoplado a ARNasa es capaz de
detectar y/o cuantificar norovirus y el virus de hepatitis A potencialmente infecciosos en

muestras de alimentos de una manera igual o mejor que la técnica actual basada en RT-

qPCR.
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5. OBJETIVO GENERAL.

Determinar la eficiencia, sensibilidad y especificidad de un método basado en CRISPR
Casl3 acoplado a ARNasa para la de deteccion de norovirus y virus de hepatitis A, en

compasion con el método basado en RT-qPCR.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e (Crear secuencias aptas para la deteccion de norovirus y virus de hepatitis A por
CRISPR Cas13ay amplificacion de 4cidos nucleicos por amplificacion isotérmica
por recombinasa-polimerasa.

e [Estandarizar la técnica de deteccion CRISPR Casl13a para deteccion de norovirus
y virus de hepatitis A a partir de muestras de alimentos.

e [Establecer limites de deteccion y especificidad del método CRISPR Casl3a.

e Comparar la sensibilidad y especificidad del método CRISPR Casl3a para

deteccion de norovirus y virus de hepatitis A con el método basado en RT-qPCR.
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6. MATERIAL Y METODOS.

Esquema general.

Muestras de alimentos
noculadas con
concentraciones conocidas
(Ensayos independientes de

Estandarizacion de CRISPR
Casl3a.

MNV-1, GI NoV y HAV).

;

I

Analisis de secuencias y

Procesamiento; blancos CRISPR y de RPA.
Elucion,
Concentracién y y .
Extraccion de RNA. Prueba de deteccidn en

blancos sintéticos.

Pre-tratamiento

RNasa.
Deteccion por Deteccion por
RT-qPCR. CRISPR Casl3a.

Estandarizacion,
evaluacién y
compararacion.

6.1 Lineas celulares.

Las lineas RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™) y FRhK-4 (ATCC® CRL-1688™) se
cultivaron y mantuvieron en medio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM,
Sigma-Aldrich St. Louis, MO). Ambas lineas fueron suplementadas con suero fetal bovino
(SFB) al 10%, penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 pg/ml) (Sigma -Aldrich St.
Louis, MO). Las células se cultivaron segtin los protocolos de cultivo de células estandar

y se mantuvieron a 37°C con 5% de COx.

6.2 Virus

El norovirus murino (MNV-1, Murine norovirus 1 ATCC® VR-1937™), se utilizd6 como

virus subrogado de NoV humano y para estandarizacion. MNV-1 se propago en células
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RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™) y el VHA (ATCC® VR-1402™) en células FRhK-4
(ATCC® CRL-1688™), Para la propagacion; las células se sembraron en cajas de cultivo
de 75cm? hasta formar una monocapa de aproximadamente 80-90 % de confluencia. Antes
de la infeccion, se retird el medio y se afiadid una alicuota viral previamente titulada por
RT-qPCR y ajustada por dilucion (M.O.10.1-10) en medio sin SFB. La caja de cultivo se
incub6 durante 1 h a 37°C con 5% de CO,. Después, se afiadieron 10 ml de medio
suplementado con SFB al 2%. Se incubd durante 4 a 6 dias, hasta observar el efecto
citopatico inducido por virus (redondeo de células, pérdida de adhesion y muerte celular)
en el 90% de las células. El virus recuperado se almaceno a -80°C por 24 h. Después, la
alicuota viral se descongel6 a temperatura ambiente y se realizé un ciclo de congelacion-
descongelacion adicional, se centrifugd a 3,000 rpm durante 5 min para eliminar todos los
restos celulares. Posteriormente, se retird el sobrenadante y la alicuota viral se dividio en
tubos de microcentrifuga de 0.6 ml. Las alicuotas virales se almacenaron a -80°C. Las
titulaciones virales se realizaron siguiendo el protocolo de RT-qPCR. Para el norovirus
humano se utiliz6 una muestra de heces humanas previamente confirmada por RT-qPCR

y secuenciacion correspondiente a norovirus humano GI.5[P4].

6.3 Extraccion de ARN y sintesis de ADNc.

La extraccion de ARN se realiz6 mediante el protocolo de extraccion de ARN viral
QIAamp (QIAGEN), siguiendo la metodologia descrita por el proveedor. La extraccion
en todas las variables fue realizada con 140 ul de muestra y cada elucion de ARN fue
realizada en 60 pl. En el caso de la transcripcion inversa (ADNCc) se utilizo el kit Applied
Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit llevando a cabo las
instrucciones del proveedor a un volumen final de 20 pl. Las condiciones de sintesis de
ADNCc fueron 10 min a 25 °C, 120 min a 37 °C y 5 min a 85 °C en un termociclador punto

final Veriti™ 96-Well thermal Cycler (Applied Biosystems™).

6.4 Cuantificacion por RT-qPCR.

Se realizaron diluciones seriadas de ADN conteniendo cada blanco viral a partir de una
concentracion conocida (~ 1,000,000 a 1 copias genodmicas /reaccion) de un gBlock™

sintético (IDT, USA), esto para la generacion de curvas estandar para la cuantificacion.
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Se realizaron las rondas de amplificacion en el termociclador PikoReal 96, Thermo
Scientific con los protocolos respectivos a cada blanco: MNV-1; 95 °C durante 900 s (15
min) y 45 ciclos de 95 °C durante 15 s, 55 °C durante 20 s y 62 °C durante 60 s con optica
encendida. HAV; 95 °C durante 900 s (15 min) y 50 ciclos de 95 °C durante 10 s, 53 °C
durante 25 s, 64 °C durante 70 s con 6ptica encendida. Norovirus GI; 95 °C durante 900
s (15 min) y 50 ciclos de 95 °C durante 10 s, 53 °C durante 25 s 'y 62 °C durante 70 s con
optica encendida. La qPCR se realizo utilizando el kit SensiFAST™ Probe No-ROX
(Meridian Bioscience®, OH, EE. UU.) con el volumen y la concentracion finales
recomendados por el fabricante. Se utilizaron 3 pl de ARN viral extraido por reaccion.
Para la cuantificacion absoluta y el limite de cuantificacion (LOQ) de la RT-qPCR, se
construy6 una curva estandar (Figura 6). Cada curva estandar contiene diez diluciones
decimales (5.06 x 10° a 5.06 gc/rx), y cada dilucion tenia tres réplicas. La curva se
construy6 utilizando un producto de amplificacion de MNV-1 purificado a partir de un
gel de agarosa con el sistema Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega©
WI, EE. UU.). Una vez purificado, se utilizé espectrofotometria con el NanoDrop™ 2000
(Thermo Scientific™) para calcular la concentracion de ADN (ng/ul). El LOQ se
establecid en la concentracion mas baja donde todas las réplicas amplificaron con un Cq
<40. Para convertir la concentracion de ADN espectrofotométrica (ng/ul) en nimero de
copias, se utilizé la siguiente formula: nimero de copias = (concentracion en ng/ul x 10°)
/ (Peso molecular del ADN en g/mol x nimero de Avogadro). Para determinar el limite
de cuantificacion (LOQ) para el ensayo RT-qPCR dirigido al norovirus murino (MNV-1),
se analiz6 la curva estandar de dilucion seriada de diez puntos y 10 veces del estandar de
ARN cuantificado (5.06 x 10° a 15 copias gendmicas por reaccidon) en tres experimentos
independientes, cada uno con tres réplicas técnicas (n =9 por dilucion). E1 LOQ se definio
en funcion de la precision y la exactitud, siguiendo las directrices establecidas (Forootan
et al., 2017; Taylor, 1987). La precision se evalu6 utilizando el coeficiente de variacion
(CV): CV (%) = (Desviacion estandar del namero de copias / Numero medio de copias) x
100. Se utilizé6 un umbral de CV de < 35% (Klymus et al., 2020). La precision se evaluod
mediante el error relativo absoluto (ARE): ARE (%) = | (Numero de copias medido —
Numero de copias de entrada) / Numero de copias de entrada |x100. En ausencia de

criterios estandarizados especificos para qPCR, se adoptd un umbral de ARE <20% segiin
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la guia de validacion de métodos bioanaliticos de la FDA de EE. UU. (FDA, 2018). Con
base en los criterios definidos (CV <35%, ARE <20%), el limite de cuantificacion (LOQ)
para el ensayo RT-qPCR de MNV-1 se determind en 5 gc/rx (CV =19.7%, ARE =3,3%).
En los ensayos realizados en matrices de lechuga y mora azul, no se pudo establecer el
LOQ debido a valores excesivos de ARE (lechuga > 50%, mora azul > 97%),
probablemente debido a una baja eficiencia de recuperacion viral (Tablas 5y 6). En

consecuencia, para estas matrices, se calculo el limite de deteccion (LOD)..

6.5 Diserio de primers RPA y crARN.

Todos los primers y ARNcr se disefiaron dentro de la misma region. Todas las secuencias
disponibles de la cepa CW1 de MNV-1 en GenBank se alinearon utilizando Clustal
Omega (Sievers et al., 2011). El genoma completo secuenciado de ATCC® VR-1937™
se utiliz6 como la cepa principal CW1 de MNV-1 y se determind una region conservada
mediante un alineamiento multiple (Clustal Omega). La region conjunta codificante de
poliproteina de la ARN polimerasa dependiente de ARN y la proteina de la capside se
eligieron objetivo de gPCR y CRISPR (ORF1 y ORF2). Los primers y la sonda de qPCR
se disenaron utilizando NCBI-Primer-BLAST y la herramienta IDT-PrimerQuest™, junto
con herramientas de andlisis de calidad (Integrated DNA Technologies IDT-
OligoAnalyzer™ y Primer3). Los primers de amplificacion de polimerasa de recombinasa
isotérmica (RPA) se disefiaron siguiendo el manual de disefio de ensayos TwistAmp®
(TwistDx™, Cambridge, Inglaterra). Ademas, se agregd un promotor T7 al extremo 5' del
primer forward RPA para una transcripcion del ARN. El ARNcr para MNV-1 se disefid
siguiendo las pautas publicadas a partir de la deteccion basada en Casl3a original
desarrollada (Kellner et al., 2019) y se obtuvo de Integrated DNA Technologies IDT (1A,
EE. UU.). Este enfoque fue utilizado solo para el disefio del blanco de MNV-1 para la
estandarizacion e implementacion de la deteccion por Casl3a, sin embargo, en el tiempo
de realizacion no existian herramientas particulares para este enfoque hasta el afio 2022,
donde un modelo de machine learning “Activity-informed Design with All-inclusive

Patrolling of Targets, ADAPT” (https://adapt.run/) fue desarrollado para predecir la

actividad enzimatica de Casl3a al detectar un objetivo viral, que corresponde a su

sensibilidad, utilizando un enfoque basado en mediciones. Esta herramienta genera un
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conjunto de datos de lectura de fluorescencia durante las reacciones de deteccion. Realiza
un disefio automatizado para diagnostico de especies virales que infectan vertebrados. Los
disefios de ADAPT son sensibles y especificos al nivel de linaje y permiten limites de
deteccion mas bajos, a lo largo de la variacion de un virus, que los resultados de las
técnicas de disefio estandar. En el caso de VHA, el disefio fue alimentado con un “input”
de secuencia original, el genoma completo de la cepa y virus VHA (ATCC® VR-1402™),
correspondiente al GenBank Accession No. KP879216.1. Para norovirus GI, dos
estrategias fueron utilizadas. Para asegurar una deteccion eficiente de nuestro aislado viral
GI.5[P4] se alimento el modelo con la secuencia correspondiente al amplicon secuenciado
de 523 pb de la region conjunta de la polimerasa RdRp y cépside. Adicionalmente se
disefid una secuencia en base a un alineamiento multiple de los 9 genotipos pertenecientes
a norovirus GI, GI.1-9. Se utilizd6 una regién conservada en el sitio conjunto RdRp/
capside para su evaluacion como proto-spacer en el ARNcr. Las secuencias de HAV y
norovirus GI fueron disefiadas por este medio y sometidas a aun analisis de calidad manual
como fue descrito previamente para MNV-1. Todas las secuencias utilizadas en este

trabajo se resumen en la tabla 4.

6.6 Amplificacion isotérmica de la polimerasa recombinasa (RPA).

Utilizando las instrucciones del proveedor del kit Basic TwistAmp™ (TwistDx™,
Cambridge, Inglaterra), donde en un volumen final de 50 pl, se anadieron 10 uM de cada
primer, mas 29.5 pl de tampon de rehidratacion sin primers, 5 ul de ARN viral extraido
y, como iniciador de la reaccion, 280 mM de acetato de magnesio (MgOAc). Las muestras
se incubaron a 39°C durante 20 min y el producto de amplificacion se visualizo en un gel

de agarosa.

6.7 Deteccion Casl3a (Un solo paso).

La deteccion por CRISPR Casl3a consistio en la combinacion de la amplificacion de
RPA, la transcripcion de T7 y el sistema Casl3a en una sola reaccion. Se utilizd un
volumen de reaccion de 50 pl con los siguientes reactivos y concentraciones: volumen de
mezcla RPA que contenia 20 pl de tampdn de reaccion 2x, 5 pl de 10x Basic E-mix

(TwistAmp® Liquid Basic), 2.4 ul de cebador directo (10 pM) y 2.4 ul de cebador inverso
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(10 uM, (secuencias de cebador RPA en la Tabla 4), 2 ul de dNTP totales de 1.8 mM
(Thermo Scientific™, MA, EE. UU.), 2.5 ul de 20x Core Reaction Mix, 0.25 ul de Cas13a
(10 uM) (SignalChem Biotech, Richmond, Canadé), 0.125 pl de crRNA (10 uM), 1.5 ul
de ARN polimerasa T7 (50 U/ul; Thermo Scientific™, MA, EE. UU.), 2 ul de mezcla de
ribonucleodsido trifosfato (rNTP) (50 mM; Thermo Scientific™, MA, EE. UU.), 2 ul de
inhibidor de ARNasa (40 U/ul; Promega© WI, EE. UU.), 0.5 ul de MgCl. (500 mM,;
Promega© WI, EE. UU.), 1 ul del kit de analisis de laboratorio RNaseAlert™ v2 (1 uM;
Invitrogen™, MA, EE. UU.) y H2O libre de nucleasas. A continuacion, se anadieron 3 pl
de plantilla y 2.5 pl de acetato de magnesio (280 mM) al tapon del tubo y este se cerro.
Esta mezcla se agitd en vortex y se centrifugd para iniciar la reaccion. Las muestras se
subdividieron en réplicas de 25 pl (considerando al menos dos reacciones). La intensidad
de fluorescencia se midio cada minuto en el sistema de PCR en tiempo real PikoReal™
(Thermo Scientific™, MA, EE. UU.). Se tomaron mediciones de fluorescencia a los 120
minutos para capturar la fase lineal de la reaccion, antes de la estabilizacion. En este punto,
la concentracion mas baja analizada mostrd una sefial de fluorescencia significativamente
mayor que la del control sin molde, lo que confirmo¢ la deteccion positiva sin la influencia
de la saturacion de la sefial. Dado que el ensayo CRISPR, a diferencia de la RT-qPCR, no
puede proporcionar una cuantificacion absoluta de las muestras, en lugar de un limite de
cuantificacion (LOQ), se calcul6 el limite de deteccion (LOD). Para el limite de deteccion
(LOD) de CRISPR, el producto MNV-1 utilizado para el LOQ de la RT-qPCR. (descrito
anteriormente) se utilizé para el LD. Este se fij6 en la dilucion mas baja (utilizando las
mismas diluciones que con la RT-qPCR) donde todas las réplicas superaron el umbral de
positividad para CRISPR (fluorescencia media de los controles negativos mas tres veces

su desviacion estandar).

6.8 Evaluacion de la sensibilidad y especificidad de la deteccion mediante
CRISPR.

Para evaluar la sensibilidad de deteccion de nuestro método integrado, se utilizaron seis
diluciones seriadas de diez veces que iban desde 5.06 x 10° a 5.06 gc/rx de MNV-1 para
determinar el limite de deteccion (LOD, deteccion mediante CRISPR) y el limite de
cuantificacion (LOQ, RT-qPCR). Para evaluar la especificidad de nuestro método

integrado de ADN, la amplificacion del ARN de MNV-1 se comparé con la amplificacion
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de otros ADN diana distintos de MNV-1, incluidos el virus de la hepatitis A (VHA), los
genogrupos GI y II del norovirus humano y el rotavirus. La diana de VHA fue la regioén
5'-UTR para todas las cepas del VHA. Los dianas del genogrupo GI y GII del norovirus
humano fueron los descritos en el Capitulo 26 de la FDA BAM (Williams-Woods et al.,
2022). Los blancos de HAV y norovirus se generaron utilizando fragmentos de genes
gBlocks (IDT, EE. UU.). El objetivo de rotavirus fue la region VP6 de rotavirus de la cepa
A utilizando el plasmido pT7-VP6SAT11, un obsequio de Takeshi Kobayashi (plasmido
Addgene n.° 89166; http://n2t.net/addgene:89166; RRID:Addgene 89166).

6.9 Muestras e inoculacion.

Se compraron lechugas frescas tipo iceberg (Lactuca sativa var. capitata) y moras azules
comunes norteamericanos (Vaccinium corymbosum) en tiendas de alimentos locales en el
norte de México. Estas matrices alimentarias se seleccionaron como frutas representativas
(p. ¢j., bayas) y verduras (p. ¢j., verduras de hoja verde) asociadas con brotes de norovirus
y VHA. Ambas matrices se subdividieron de forma independiente en muestras de 25 gy
se colocaron en bolsas Whirl-Pak® (VWR™, WI, EE. UU.). Se elimin6 cualquier
suciedad adherida frotando suavemente. Se inocularon en muestras de 25 g de producto
replicadas seis dosis diluidas diez veces (5.06 x 10° a 5.06 copias gendmicas/reaccion
[ge/rx] en 300 pl de PBS) de indculo viral (5.06 x 10° gc/rx) y se dejaron secar al aire
durante 1 hora. Para ambas matrices alimentarias, se incluy6 un indculo de 300 pl de PBS
sin virus como control negativo. Para cada matriz alimentaria y cada dilucion, se

realizaron tres experimentos independientes con tres réplicas cada uno.

6.10 Elucion y concentracion del virus.

Para la elucion y concentracion de cada muestra de alimento, se siguid la norma ISO
15216-1:2017 (ISO, 2017). Brevemente, se afiadieron 40 ml de tampon Tris (1 mol/l),
glicina 0.5 M y extracto de carne de vacuno al 1 % (TGBE) a cada muestra. Las muestras
se incubaron a temperatura ambiente con agitacion constante durante 20 min. El pH de las
muestras se control6 cada 10 min y, si era necesario, se ajusté a 9.5 + 0.5 con NaOH 10
N. El sobrenadante se transfirié a un tubo de 50 ml y se clarifico por centrifugacion a

10,000 x g durante 30 min a 5 °C. El sobrenadante se recogid y se ajustd a un pH de 7.0.
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Se anadieron 0.25 volumenes de solucién 5x polietilenglicol (PEG)/NaCl (500 g/l PEG
8000 (Sigma-Aldrich, EE. UU., 1.5 mol/l NaCl) al sobrenadante recuperado y se
homogeneizaron mediante agitacion durante 60 s y se incubaron con balanceo constante
(aproximadamente 60 oscilaciones min—1) a 5 °C durante 60 min. Las muestras se
centrifugaron a 10 000 g durante 30 min a 5 °C, se descarto6 el sobrenadante. El pellet se
resuspendié en 500 pl de PBS. Las muestras se subdividieron para el pretratamiento

adicional con ARNasa.

6.11 Pretratamiento con ARNasa.

Antes de la extraccion de ARN, el virus eluido (500 pl de PBS) se dividio en una muestra
de 100 pl que se descartd, una muestra de control sin ARNasa de 200 pl y una muestra
tratada con ARNasa de 200 pl. La muestra tratada con ARNasa de 200 pl se incub6 con
1 ul de 10 U de ribonucleasa RNase ONE™ (Promega, WI, EE. UU.) y 99 ul de tampdn
de reaccion 1X (volumen total de reaccion de 300 pl) durante 30 min a 37 °C en el
termociclador, utilizado como bloque de temperatura constante. La reaccion se detuvo
afladiendo tampodn de lisis antes de la extraccion de ARN. También se incluy6 un control
tratado térmicamente, en el que MNV-1 se calenté a 80 °C durante 5 min antes del
tratamiento con ARNasa. Para cada amplificacion también se incluyeron controles de

amplificacion negativos (agua) y positivos (11.59 log 10 gc de MNV-1/25 g de alimento).

6.12 Evaluacion de la sensibilidad y especificidad de la deteccion CRISPR.

Para evaluar la sensibilidad de deteccion de nuestro método integrado, se utilizaron seis
diluciones seriadas de MNV-1, con valores de 5.06 x 10°a 5.06 gc/rx, para comparar el
limite de deteccion (LOD, CRISPR) y el limite de cuantificacion (LOQ, RT-qPCR). Para
evaluar la especificidad de nuestro método, se compar6 la amplificacion del ARN de
MNV-1 con la de otras dianas de ARN distintas de MNV-1, como el virus de la hepatitis
A (VHA), los genogrupos GI y II del norovirus humano y el rotavirus. Como se describe
en el Capitulo 26 de la FDA BAM (Williams-Woods et al., 2022), la diana del VHA fue
la region 5'-UTR para todas las cepas del VHA (448-537 nt, 89 pb, acceso M14707 en
GenBank). La diana del norovirus humano fue la region de la ARN polimerasa (ORF1)

para GI (5287-5371 nt, 84 pb, acceso KF039728 en GenBank) y GII (5003-5100, 97 pb,
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acceso EF684915 en GenBank). Tanto las dianas de noroviruscomo las de VHA se
generaron utilizando fragmentos génicos gBlocks (IDT, EE. UU.). El objetivo del
rotavirus fue la region VP6 del rotavirus (24-1217 nt, 1193 pb, basado en el nimero de
acceso GenBank NC 011509.2) de la cepa A del rotavirus utilizando el plasmido pT7-
VP6SAI11l, un obsequio de Takeshi Kobayashi (pldsmido Addgene n.° 89166;
http://n2t.net/addgene:89166; RRID:Addgene 89166).

6.13 Eficiencia de recuperacion.

Para el método RT-qPCR, la eficiencia de recuperacion de los pasos de elucion y
concentracion se estimo utilizando la ecuacion: Rendimientos de recuperacion del virus
(%) = 10 (ACqg/m) x 100% donde ACq es el valor de Cq del ARN viral extraido de la
muestra de alimento menos el valor de Cq del ARN viral extraido de la dosis de dilucion
del in6culo de MNV, y m es la pendiente de la curva estdndar de transcripcion del ARN
del virus (ISO, 2017). Para el método CRISPR, como hasta la fecha no existe un método
de eficiencia de recuperacion publicado, adaptamos un método de eficiencia de
recuperacion de ensayos de deteccion de alimentos virales (H. Park et al., 2010). La
eficiencia de recuperacion de los pasos de elucion y concentracion se estimo utilizando la
ecuacion: Rendimientos de recuperacion del virus (%) = (valor medio de fluorescencia del
ARN viral extraido de la muestra de alimento / valor medio de fluorescencia del ARN
viral extraido de la dosis de dilucién del inoculo de MNV) x 100%. Los datos de
fluorescencia media utilizados, para las tres réplicas de cada dosis, se obtuvieron al final
de la reaccion CRISPR (120 min). Debido a las diferencias inherentes en los principios y
unidades de medicion entre los métodos de deteccion RT-qPCR y CRISPR, los datos de

recuperacion se presentan de forma descriptiva y no se comparan directamente.

6.14 Analisis estadistico.

En todos los ensayos se realizaron tres repeticiones con tres réplicas cada uno. El umbral
de positividad para CRISPR se defini6 como la fluorescencia media de los controles
negativos mas tres veces su desviacion estandar (media + 3xDE). Las diferencias
estadisticas entre los controles negativos y las muestras se determinaron mediante un

ANOVA de una via seguido de la prueba de comparaciones multiples de Dunnett. Las
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diferencias significativas en los valores del ensayo entre muestras tratadas térmicamente
y no tratadas térmicamente, o entre muestras tratadas con ARNasa y no tratadas, se
analizaron mediante un modelo de regresion lineal utilizando el valor del ensayo (RT-
gPCR, titulo viral transformado en logl10; CRISPR, fluorescencia con sustraccion de
fondo) como resultado y la dosis (transformada en log10), el tratamiento (exposicion de
interés), las réplicas y los experimentos independientes (ajuste) como exposiciones. La
normalidad de la distribucion de los datos se confirm6 antes del andlisis. Los analisis
estadisticos se realizaron utilizando paquetes estadisticos en lenguaje de programacion R

(R Studio).
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7. RESULTADOS.

7.1 Diserio de secuencias.

Se seleccionaron secuencias de MNV-1 para encontrar una region conservada para la
deteccion de Casl3a. Se identifico una region conservada (posicion del genoma 364-605)
con base en una alineacion multiple de cinco secuencias de MMV-1 CW1 disponibles
ejecutadas por Clustal Omega. La region seleccionada incluia la uniéon entre la ARN
polimerasa dependiente de ARN (RdRp) y el gen de la proteina de la capside (Figura 1y
2).
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Figura 1. Proceso de obtencion de secuencias conservadas de MNV-1 para el disefio de
primers de qPCR y region RPA/ CRISPR-Cas13a.
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Figura 2. Esquema de ADN de los primers y el disefio del ARNcr. Se indican el objetivo RdRp/Capside
de MNV-1, los primers RPA, los primers JPCR y el ARNcr. El primer forward de RPA contiene el
promotor T7. E1 ARNecr esta disefiado para dirigirse al ARN blanco sintetizado a partir de la secuencia 5°
de DNA.

En el caso de las secuencias de VHA, se utilizd el modelo ADAPT para generar las
secuencias a partir del genoma completo de referencia y se seleccionaron aquellas con

mejor score de actividad enzimatica (Figura 3).
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Figura 3. Secuencias de VHA de RPA y ARNcr seleccionadas en base al modelo
ADAPT para su andlisis.

En cuanto a norovirus GI la seleccion y discriminacion de secuencias resulté un poco
mas compleja. Se obtuvo un andlisis multiple entre las secuencias de referencia de los
genogrupos GI.1-GI.9 (Figura 4). Esta region de aproximadamente 26 nucleotidos fue

seleccionada como blanco de uno de los ARNcr. Esta region altamente conservada entre
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genogrupos potencialmente resulta en una deteccion generalizada en todos los
genogrupos, siempre y cuando los aislados cuenten con variaciones de un solo
nucleodtido que propicien un motivo conservado de 4C (CCCC) al final de la region.
Dichas variaciones estan presentes en todos los genogrupos, asi como su forma

conservada.
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Figura 4. Region consenso conservada entre la secuencia codificante de RdRp y cépside

de norovirus GI genogrupo 1 a 9.

Se utiliz6 como blanco la secuencia procesada proveniente del electroferograma de

secuenciacion del aislado clinico de norovirus GL.5 P4 (Figura 5).
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Figura 5. Region de 523 pb de aislado secuenciado de norovirus GI. Dicha region

perteneciente a RdRp/capside fue utilizada como blanco en un ARNecr.

El total de secuencias utilizadas y disefiadas en este estudio se sintetizan en la tabla 4.
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Tabla 4. Secuencias utilizadas y disefiadas en este trabajo.

Blanco/ Secuencia (5°-3°) Referencia
Nombre
MNV-1 RT- AACGCTCAGCAGTCTTTGT Este estudio
qPCR Forward
MNV-1 RT- GGCGGTAGGAACAAGAT Este estudio
qPCR Reverse
MNV-1RT- FAM Este estudio
gqPCR Probe AATGAGGATGAGTGATGGCGCAGCG
IBHQ
MNV-1 RPA Este estudio
T7 promoter/  TAATACGACTCACTATAGGGAGACGCT
Forward TTGGAACAATGGATGCTGAGACCCCGC
AGG
MNV-1 RPA CCAGCCACGGGYTGAATGGGGACGGCC Este estudio
Reverse TGT
MNV-1 rGrArUrUrUrArGrArCrUrArCrCrCrCrArArAr Este estudio
ARNcr ArArCrGrArArGrGrGrGrArCrUrArArArArCr
ArUrCrCrUrCrArUrUrCrArCrArArArGrArCr
UrGrCrUrG
VHA RT- ATA GGG TAA CAGCGG CGG ATAT (Williams-Woods
qPCR Forward et al., 2022)
GAR2F
VHA RT- CTC AAT GCA TCC ACT GGA TGA G (Williams-Woods
gqPCR reverse et al., 2022)

GARIR
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VHA RT-
qPCR Probe
GARP

Cy5 AGA CAA AAA CCATTC AAC GCC
GGA GG IB-RQ

(Williams-Woods
et al., 2022)

VHA
ARNecr 1

rGrArU rUrUrA rGrArC rUrArC rCrCrC

rArArA rArArC rGrArA rGrGrG rGrArC

rUrArA rArArC rArUrG rGrArC rArUrA

rUrGrA rUrCrU rGrArU rGrUrA rUrGrU
rCrUrG rG

Este estudio

VHA
ARNecr 2

rGrArU rUrUrA rGrArC rUrArC rCrCrC

rArArA rArArC rGrArA rGrGrG rGrArC

rUrArA rArArC rArUrA rArArU rGrArU

rArGrU rArUrU rGrArU rArArG rArGrC
rUrGrU rG

Este estudio

Norovirus GI
RT-gPCR
forward
COG1Fa

CGY TGG ATG CGN TTY CAT GA

(Williams-Woods
et al., 2022)

Norovirus GI
RT-qPCR
reverse
COGIRa

CTT AGA CGC CAT CAT CATTYAC

(Williams-Woods
et al., 2022)

Norovirus GI
RT-qPCR
probe
COGPa

FAM AGA TYG CGA TCY CCT GTC CA
IB-RQ

(Williams-Woods
et al., 2022)
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GL5 P4 GAU UUA GAC UAC CCC AAA AAC GAA Este estudio
Norovirus GGG GAC UAA AAC GGU AUU AUU AGG

ARNcr AGA AAU AGU AAA UUC A
GIL.1-9 rGrArU rUrUrA rGrArC rUrArC rCrCrC Este estudio
Norovirus rArArA rArArC rGrArA rGrGrG rGrArC

rUrArA rArArC rGrGrC rGrUrC rCrUrU
rArGrA rCrGrC rCrArU rCrArU rCrArU
rUrUrA rC

7.2 Deteccion porRT- qPCR.

Se estableci6 una curva estdndar de MNV-1 para la cuantificacion por qPCR, la ecuacion
de la recta resulto y = -3.26x + 41.69, con una eficiencia de amplificacién de 102.65 % y

una R? de 0.99 (Figura 6).

R: =(.0055 F=10265% Standard  AverageCq__ S.D.
5.06E+09 8.92 0.02
5.06E+08 11.52 0.08
5.06E+07 15.17 0.23
5.06E+06 1832 0.03
5.06E+05 2235 0.05
5.06E+04 25.80 0.19
5.06E+03 29.08 0.14
5.06E+02 32.02 0.31
5.06E+01 3521 0.54
5.06E+00 37.22 0.50

1 w .=_'|1 -+ (N]
16 f‘@% Y= -3 2 + 41 606

Log Quantity

Figura 6. Curva estandar a partir de diluciones del fragmento MNV-1 purificado a partir
de un gel y medido con NanoDrop™ 2000. Se utilizé un rango de dilucion de 5,06E+09

a 5 copias gendmicas / rx como estandares.

7.3 RT-qPCR de muestras de lechuga y mora azul pretratados con y sin ARNasa.

Para cuantificar el limite de deteccion (LOQ) del ensayo de deteccion de MNV-1 mediante
RT-qPCR con pretratamiento con ARNasa, se inocul6 una dilucion seriada décuple de

concentraciones conocidas en muestras de lechuga (Tabla 5) y mora azul (Tabla 6). El
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rango de dilucion fue de 8.59 y 2.59 log10 de copias gendmicas (gc) en 25 g de muestra
de producto, equivalente a entre 5.06 x 10°y 5 gc/rx. E1 LOQ para el ensayo de deteccion
de MNV-1 mediante RT-qPCR, sin ARNasa ONE™, en muestras de lechuga, fue de 2.59
log10 gc/25 g de muestra (5.06 gc/rx) de MNV-1 inoculado (Tabla 5). Con esta dosis, el
MNV-1 eluido promedio fue de 2.99 + 0.12 log10 gc/25 g. En las muestras de mora azul,
el limite de cuantificacién (LOQ) fue diez veces mayor, con 3.59 log10 gc/25 g de muestra
(5.06 x 10" ge/rx) de MNV-1 inoculado (Tabla 6). Con esta dosis, el MNV-1 eluido
promedio fue de 2.65 + 0.02 logl0 gc/25 g. Con cada dosis, las muestras tratadas con
ARNasa presentaron niveles mas bajos de ARN detectable en comparacion con las no
tratadas (Tablas 5y 6). Las muestras tratadas con ARNasa, en comparacion con las no
tratadas, presentaron una reduccion porcentual, en todas las dosis, de entre el 76.72 + 4.06
%y el 88.64 +7.21 % (lechuga) y del 75.41 £ 6.25 % y el 83.08 + 3.55 % (mora azul). El
MNV-1 tratado térmicamente a 80 °C (Tablas 7 y 8) se incluyé como control positivo de
ARNasa. El MNV-1 tratado con ARNasa a 80 °C, en comparaciéon con el no tratado,
mostr6 una reduccion significativa en el titulo en todas las dosis (lechuga: 93.5-95.3 %;
mora azul: 96.2-96.9 %). El titulo viral de MNV-1 que fue tratado térmicamente a 80 °C
(Tablas 7 y 8), en comparacion con el no tratado térmicamente (Tablas 5 y 6), no fue

significativamente diferente ni para la lechuga ni para mora azul.
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Tabla 5. Cuantificacion de MNV-1 por qPCR en muestras de lechugas pre-tratadas con

ARNasa y sin tratamiento. Porcentaje de recuperacion y reduccién por tratamiento son

mostrados.
Lechuga Lechuga RNase ONE™

Inéculo log10 gc/ 25g % Recuperacion log10 gc/ 25g % Reduccion
total® * DE (Cq) * DE * DE (Cq) * DE°
8.59 6.54 £ 0.28 (26.81) 1.00 £ 0.50 5.91 £ 0.25 (28.72) 76.72 £ 4.06
7.59 5.90 £+ 0.29 (28.98) 2.33+1.21 4.99 + 0.16 (31.85) 88.64 + 7.21
6.59 493 +0.31 (32.21) 2.52+1.39 4.23 £ 0.18 (34.47) 81.92 +7.21
5.59 4.32 + 0.37 (34.46) 6.72 + 4.89 3.45+0.21 (37.83) 88.25 + 8.61
4.59 3.72 £ 0.29 (35.68) 15.46 £ 9.44 2.92 £ 0.09 (39.44) 85.87 + 11.49
3.59 3.25+ 0.36 (36.81) 58.62 + 50.56 No detectado No detectado
2.59 2.99 + 0.12 (38.68) No detectado No detectado No detectado

aEl inéculo total se calculé como copias gendmicas de MNV-1 y se expresé como log10 gc¢/ en
25g.

bVéase métodos. El % de recuperacion comparé el gc de MNV-1 cuantificado tras la elucion de
la muestra de producto con el gc de MNV-1 utilizado para inocular dicha muestra.

¢Véase métodos. El % de reduccion comparé el gc de MNV-1 cuantificado tras el tratamiento
con ARNasa con el gc de MNV-1 cuantificado sin dicho tratamiento.
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Tabla 6. Cuantificacion de MNV-1 por qPCR en muestras de mora azul pre tratadas con

ARNasa y sin tratamiento. Porcentaje de recuperacion y reduccién por tratamiento son

mostrados.
Mora azul Mora azul RNase ONE™

Inéculo log10 gc/ 25g % Recuperacion log10 gc/ 25g % Reduccion
total® * DE (Cq) * DE * DE (Cq) * DE°
8.59 5.95 1 0.12 (29.45) 0.23 + 0.06 5.34 + 0.08 (31.07) 75.41 £6.25
7.59 5.31 £ 0.08 (31.65) 0.52 £ 0.09 4.54 + 0.05 (33.83) 83.08 + 3.55
6.59 4.32 £ 0.04 (34.68) 0.53 £ 0.04 3.65 £ 0.04 (36.86) 78.56 + 3.53
5.59 3.58 £ 0.15 (36.62) 1.00 £ 0.33 2.89 £+ 0.06 (39.35) 80.30 + 11.46
4.59 3.05 1+ 0.23 (38.20) 3.13+1.42 No detectedo No detectado
3.59 2.65 1+ 0.02 (40.05) 11.69 £ 0.66 No detectado No detectado
2.59 No detectado No detectado No detectado No detectado

aEl inéculo total se calculé como copias gendmicas de MNV-1 y se expresé como log10 gc¢/ en

25g.

bVéase métodos. El % de recuperacion comparé el gc de MNV-1 cuantificado tras la elucion de

la muestra de producto con el gc de MNV-1 utilizado para inocular dicha muestra.

¢Véase métodos. El % de reduccion comparé el gc de MNV-1 cuantificado tras el tratamiento
con ARNasa con el gc de MNV-1 cuantificado sin dicho tratamiento.

Para evaluar el efecto de la inactivacion por calor a 80 °C sobre la recuperacion y

deteccion de MNV-1, se realizé una serie de diluciones de concentraciones conocidas, que

van de 3.90 x 10® a 3.86 % 10? copias gendmicas totales (25 g o dosis de inoculacidon) en

muestras de lechuga (Tabla 7) y mora azul (Tabla 8). En las muestras de lechuga tratadas

con calor, el limite de deteccion (LOD) para el ensayo de qPCR de MNV-1 sin tratamiento

con ARNasa ONE™ fue de 3.90 x 10? copias gendémicas (Tabla x, cuantificacién

promedio de log10 3.00 £ 2.47 gc/25 g). En el caso de las muestras de mora azul, el LOD

sin ARNasa ONE™ fue de 3.86 x 103 copias gendmicas (Tabla 6, cuantificacion promedio

de logl0 2.78 gc/25 g). Cuando el virus eluido de las muestras tratadas con calor se

sometidé ademas a un tratamiento con ARNasa ONE™, se observo una reduccion en la
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deteccion en comparacion con el ensayo sin ARNasa ONE™ en cada dosis de inoculacion.

En las muestras de lechuga, el LOD con tratamiento de ARNasa ONE™ fue de 3.90 x 10*

copias genomicas (Tabla 7, cuantificacion promedio de logl0 2.78 + 2.04 gc/25 g),

mientras que en las muestras de mora azul fue de 3.90 x 10° copias genomicas (Tabla 8,

cuantificacion promedio de log10 2.89 £2.03 gc/25 g). Las muestras tratadas con ARNasa

mostraron una reduccion porcentual de deteccion que vari6 entre 93.52 + 3.70 % y 95.24

+ 0.60 % para lechuga, y entre 96.16 = 0.56 % y 96.88 + 0.88 % para mora azul, en

comparacion con las muestras no tratadas con ARNasa (Tabla 7 y 8).

Tabla 7. Reduccion de MNV-1 en muestras de lechuga inoculadas después del

pretratamiento con ARNasa de MNV inactivado por calor.

Inactivacion 80 °C

Inéculo total

8.59
7.59
6.59
5.59
4.59
3.59
2.59

Lechuga

log10 gc/ 25¢g
* DE (Cq)
6.75 £ 0.44 (25.74)

6.03 + 0.44 (28.28)
5.11 £ 0.15 (32.15)
4.57 +0.12 (33.93
3.83 + 0.43 (34.74)
3.33 +0.49 (36.10)
2.99 +0.13 (38.65)

% Recuperacion
* DE
1.86 + 1.26

3.61+2.40

3.47 £1.27

9.82 +2.93
23.98 + 22.50
85.60 + 92.43
261.74 £ 76.65

Lechuga RNase ONE™

log10 gc/ 25¢g
* DE (Cq)
5.31 £ 0.24 (30.22)

4.73 £0.31 (32.17)
3.80 + 0.25 (36.79)
3.17 + 0.37 (37.65)
2.72 + 0.08 (39.47)

% Reduccioén
+ DE
95.24 + 0.60

94.26 +2.32
95.31+1.08
94.44 + 2.63
93.52 +3.70
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Tabla 8. Reduccion de MNV-1 en muestras de mora azul inoculadas después del

pretratamiento con ARNasa de MNV inactivado por calor.

Pre-tratamiento con calor 80 °C

Mora azul Mora azul RNase ONE™
Inéculo total Iog1I;JEg(cé§)59 % Rec;g«lazracmn Iogg)Eg(cécZ')Sg % Ridgécmn
8.59 5.88 £ 0.12 (29.33) 0.19 £ 0.05 4.38 £ 0.09 (34.71) 96.88 + 0.88
7.59 5.22 + 0.05 (31.62) 0.42 + 0.04 3.73 £ 0.06 (36.34) 96.76 £ 0.35
6.59 4.33+0.11 (34.83) 0.55+0.15 2.92 + 0.06 (39.37) 96.16 + 0.56

5.59 3.49 + 0.07 (37.22) 0.79+0.12 - -

4.59 2.93 + 0.17 (38.95) 2.30+0.82 - -

3.59 2.78 (39.64) 15.76 - -

2.59 - - - -

7.4 Deteccion por RPA.

Descubrimos que la amplificacion isotérmica de RPA por si sola es lo suficientemente

sensible para la deteccion de MNV-1 en la dilucién inoculada més baja de 5.06 gc/ rx en

muestras eluidas de lechuga y mora azul (Figura 7).

Figura 7. Amplificacion isotérmica mediante RPA de ARN viral MNV-1 de 5.06 x 10°

(+) y 5.06 x 10%, 5.06 x 10?, 5.06 gc/rx eluidos de muestras de lechuga (A) y mora azul

(B) inoculadas, visualizadas mediante electroforesis en gel de agarosa. Los valores

estandar de pares de bases de ADN se enumeran a la izquierda de cada gel.
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7.5 Optimizacion de deteccion por Casli3a.

La deteccion basada en Cas13a se dised para ser una deteccion en un solo paso que utiliza
pre-amplificacion isotérmica RPA en combinacion con Casl3a. Antes de probar la
deteccion basada en Cas13a en muestras de frutas y verduras, optimizamos la deteccion
de MNV-1 junto con la concentraciéon de crRNA (p. ¢j., 10 uM exhibi6é los mayores
rendimientos de sefal, figura complementaria 4), el tiempo de deteccion, los limites de
deteccion (LOD, ver materiales y métodos) y la especificidad con nuestra diana (Figura
8). Confirmamos que MNV-1 se detectd con todos los reactivos necesarios, pero no
cuando alguno de ellos faltaba (Fig. 9A). Dado que la deteccion basada en Casl3a, a
diferencia de la RT-qPCR, no puede proporcionar una cuantificaciéon absoluta de las
cantidades virales, en lugar del LOQ, como medida de la sensibilidad del ensayo,
calculamos el limite de deteccion (LOD). Seleccionamos 120 min como tiempo de corte
para la deteccion porque la sefial de fluorescencia alcanzé una meseta en ese momento.
Para establecer el LOD de la deteccion basada en Casl3a, se analizo MNV-1 diluido en
serie diez veces (log10 8.59 a 2.59 gc/25 g) (Fig. 9B). E1 LOD fue de al menos 5.06 x 100
gc/rx (total de logl10 2.59 gc/25 g). Por lo tanto, una sefial de 144.05 + 107,26 unidades
arbitrarias de fluorescencia (a.u.) fue la sefal positiva minima de nuestro método; las
muestras por debajo de 144,05 u.a. de fluorescencia se consideraron negativas. La
especificidad del ensayo para MNV-1 se confirmé cuando el ensayo detect6 la diana de
MNV-1 pero no las dianas de ADN sintético de norovirus GI y GII, virus de la hepatitis
A y un rotavirus plasmidico pT7-VP6SA11 (Fig. 9C).
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Cas13a reaction, crRNA 25 nM (0.025 pM). Cas13a reaction, crRNA 50 nM (0.050 pM).
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Figura 8. Evaluacion de los rendimientos de la sefial fluorescente de un rango de
concentraciones de ARNcr (0.025 a 10 uM). La concentraciéon de ARNcr de 10 uM, en

comparacion con otras concentraciones, exhibio los mayores rendimientos de sefal.
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Figura 9. Optimizacion de la deteccion basada en Casl3a. (A) La sefial de fluorescencia
con sustraccion de fondo aumento con el tiempo y alcanz6 una meseta aproximadamente

a los 120 minutos, pero solo en una mezcla de reaccion con todos los reactivos necesarios.
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(B) El limite de deteccion fue de 5.06 para la deteccion con Casl3a del blanco MNV-1;
*#% p <0.001. (C) La deteccion basada en Cas13a detectd MNV-1, pero no los objetivos

sintéticos de norovirus HAV, Gl y GIl y el plasmido que contenia VP6 de rotavirus.

7.6 CRISPR en muestras de lechuga y mora azul (CRISPR FRESH).

El método al que denominamos CRISPR FRESH Deteccion enzimatica de virus ARN
transmitidos por alimentos para un alto rendimiento en productos frescos, por sus siglas
en inglés (Foodborne RNA-virus Enzymatic Sensing for High-throughput on fresh
produce), que consiste en la integracion del pretratamiento con ARNasa, la
preamplificacion con RPA y la deteccion de Cas13a, se evalué en muestras inoculadas de
lechuga (Fig. 10A) y mora azul (Fig. 10B). En consonancia con la RT-qPCR previa sin
pretratamiento con ARNasa, nuestro método CRISPR-Casl3a, sin pretratamiento con
ARNasa, detecto, para lechuga, 2.59 log10 gc/muestra de 25 g (5.06 gc/rx) y, para mora
azul, 3.59 log10 gc/muestra de 25 g (5.06 x 10! ge/rx) (Tabla 9). Sin embargo, al pretratar
las muestras con RNase ONE™ (CRISPR FRESH), se observd una sefal positiva
correspondiente a 3.59 logl0 gc/muestra de 25 g (5.06 x 10! gc/rx) tanto para lechuga
como para mora azul. El ensayo basado en CRISPR detectd una dosis de RNasa menor
que la del ensayo RT-qgPCR (Tabla 2: lechuga: 4.59 log10 gc/muestra de 25 g [5.06 x 10?
gc/rx]; Tabla 3: mora azul: 5.59 log10 gc/muestra de 25 g [5.06 x 10° ge/rx]) (Tabla 9).
El MNV-1 tratado con ARNasa a 80 °C (control positivo de ARNasa), en comparacion
con el no tratado, mostrd una reduccion significativa de la fluorescencia en las distintas
dosis (lechuga: 93.5-95.3 %; mora azul: 96.1-96.8 %). La fluorescencia del MNV-1
tratado térmicamente a 80 °C (Figura 11A y 11B), en comparacion con el no tratado
térmicamente (Figuras 10A y 10B), no mostr6 diferencias significativas en el MNV-1

para lechuga ni para mora azul.
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Figura 10. Deteccion basada en Cas13a de MNV-1 inoculado en lechuga (A) y mora azul
(B). En cada panel, se compararon muestras que no fueron tratadas con muestras que
fueron tratadas con ARNasa. Las muestras muestran una disminucion en la sefial de
fluorescencia entre las muestras no tratadas y las tratadas con ARNasa (A, B) y una sefial
fluorescente en la dilucién mas baja de las muestras tratadas con ARNasa (B). Una sefial
de 144,05 + 107,26 unidades arbitrarias de fluorescencia (u.a.) fue la sefial positiva

minima de nuestro método CRISPR.
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Figura 11. Deteccion CRISPR de MNV-1 inactivado por calor. (A) MNV-1 tratado por

calor detectado por Cas13a en muestras de lechuga tratadas con ARNasa y sin tratar. (B)

MNV-1 tratado por calor detectado por Casl3a en muestras de mora azul tratadas con

ARNasa y sin tratar. Se muestran las sefiales de fluorescencia con sustraccion de fondo

(unidades arbitrarias, u.a.) para diluciones seriadas del control positivo (Pst Ctrl, 11,59

Logl0 MNV-1/25 g de alimento) y el control negativo (Ctrl Negativo) en muestras sin

tratar (barras negras) y tratadas con ARNasa ONE™ (barras grises). El eje Y de cada

grafico representa la concentracion de gc del virus enriquecido por 25 g de alimento. Una

sefal de 144,05 + 107,26 u.a. fue la senal positiva minima de nuestro método CRISPR. El

analisis estadistico se realizo mediante ANOVA unidireccional con la prueba post hoc de
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Dunnett. *** p < 0,001. E1 MNV-1 tratado con ARNasa a 80 °C (control positivo de

ARNasa), en comparacion con el no tratado, mostrd una reduccion significativa.

Finalmente, se muestra una comparacion visual entre los rendimientos de deteccion de
amabas técnicas, RT-qPCR y CRISPR con y sin pre-tratamiento de ARNasa en muestras
de lechuga y mora azul (Tabla 9).

Tabla 9. Resumen comparativo entre la deteccion con y sin ARNasa por medio de RT-

gPCR y CRISPR en muestras de lechuga y mora azul.

RT-qPCR? CRISPR?
Lechuga Mora azul Lechuga Mora azul
MO0 gy ENES ase SNES miame Slee MofMe  Se
ONE™ ONE™ ONE™
8.59 + + + + + + + +
7.59 + + + + + + + +
6.59 + + + + + + + +
5.59 + + + + + + + +
4.59 + + + - + + + +
3.59 + - + - + + + +
2.59 + - - - + - - -

® Los criterios de positividad para la deteccion de MNV-1 ("+"; Cq < 40) y la no deteccion ("-",
Cq > 40) son los mismos para los ensayos basados en RT-qPCR y CRISPR.
® El indculo total se calculd como copias gendmicas de MNV-1 y se expresd como logl0 gc/ en

25 ¢g.

7.7 Eficiencia de recuperacion.

Comparamos las eficiencias de recuperacion de lechuga y mora azul mediante RT-qPCR
y, por separado, mediante CRISPR. Los resultados, y por lo tanto las eficiencias de
recuperacion, de estos ensayos no pueden compararse directamente debido a las diferentes
unidades de medida (RT-qPCR: gc/25 g de alimento; CRISPR: fluorescencia/25 g de
alimento). Mediante el ensayo RT-qPCR, el rango de rendimiento de recuperacion, en
todas las dosis, de MNV-1 eluido y detectado fue del 1,00 % al 58,62 % en muestras de
lechuga y del 0,23 % al 11,69 % en muestras de mora azul (Tablas 2 y 3). Mediante RT-
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gPCR, en todas las dosis, los rendimientos de recuperacion de lechuga fueron
significativamente mayores (p < 0,05) que los de mora azul. Utilizando el ensayo CRISPR,
el rango de rendimiento de recuperacion, en todas las dosis, del MNV-1 eluido y detectado
mediante CRISPR fue del 50,6 % al 94,4 % en muestras de lechuga y del 60,8 % al 91,8
% en muestras de mora azul (Figura 2, datos no mostrados). Mediante CRISPR, en todas
las dosis, no se observaron diferencias significativas entre los rendimientos de
recuperacion de lechuga y mora azul. Dado que la RT-qPCR y la deteccion mediante
CRISPR se basan en diferentes principios y unidades de medicion, los rendimientos de
recuperacion se describen de forma independiente para cada método, sin que ello implique

una comparacion cuantitativa directa.
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8. DISCUSION

El objetivo de este estudio fue detectar MNV-1 en alimentos (lechuga y mora azul) con
una capside intacta, un indicador de infectividad, a través de un método de deteccion
basado en CRISPR-Cas13a junto con un ensayo de integridad de la capside de ARNasa.
Denominamos este ensayo: Deteccion enzimatica de virus ARN transmitidos por
alimentos CRISPR para alto rendimiento en productos frescos (CRISPR FRESH).
Descubrimos que este ensayo basado en CRISPR fue sensible para detectar MNV-1 en
lechuga y mora azul y no reaccioné de forma cruzada con otro material genético. También
observamos que este ensayo basado en CRISPR, en comparacion con el basado en RT-
qPCR, pudo detectar las mismas dosis de inoculaciéon de MNV-1 en muestras de lechuga
(2.59 log10 gc/25 g) o mora azul (3.59 logl0 gc/25 g) (Tabla 9), pero tuvo diferencias
especificas del ensayo por tipo de producto. Por ultimo, el ensayo CRISPR, en
comparacion con el ensayo basado en RT-qPCR, tras el tratamiento con ARNasa, detectd

ARN de MNV-1 a una dosis de inoculacién menor en muestras de lechuga y mora azul.

Otros informes sobre norovirus sugirieron resultados de LOD (sensibilidad) del ensayo
basado en CRISPR comparables a los de este informe (2.59 logl0 gc/25 g, 5.06
gc/reaccion en 120 minutos). Estos informes emplearon deteccion de Casl3a o Casl2ay
emplearon lectores de fluorescencia o tiras de flujo lateral (LFS) para la lectura (Duan et
al., 2022; Qian et al., 2021). Por ejemplo, Jia et al. (2020) informaron una sensibilidad de
50 gc/reaccion de norovirus GII en muestras de heces humanas en 20 minutos utilizando
RPA y una prueba de flujo lateral. Han et al. (2020) informaron una sensibilidad de 166
copias/pl de norovirus GII en mariscos, agua y heces en 20 minutos utilizando RT-RPA.
Ma et al. (2018) informaron una sensibilidad de 100 gc de MNV-1 en muestras de tejido
fecal, fecal y gastrico de ratones en 16 minutos utilizando RPA. Duan et al. (2022)
informaron una sensibilidad de 5 gc/reaccion de GII.4 en muestras de heces en 40 minutos
utilizando RPA-Cas13a, un lector de fluorescencia y LFS. Ademas, Li et al. (2024)
informaron una sensibilidad de 2,5 gc/reaccion de norovirus GII.4 y GII.17 en muestras
de heces en 40 minutos utilizando RPA-Cas13a y un transiluminador portatil de luz azul.
El menor tiempo de deteccion (16-40 minutos) de estos estudios, en comparacion con el
de nuestro estudio (120 minutos), podria atribuirse a la variacion de los picos de la sefial

de fluorescencia o del ARNecr disefiado, lo cual afecta la eficiencia de la escision y la
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intensidad de la fluorescencia (Gootenberg et al., 2017; Ke et al., 2021; Leski et al., 2023;
Tambe et al., 2018; Yang et al., 2023). La ausencia de reaccion cruzada de nuestro ensayo
con ARN de otros virus entéricos fue consistente con otros ensayos de deteccion de
norovirus basados en CRISPR (Cas13a o Casl2a) para muestras de heces, que tampoco
presentaron reaccion cruzada con otras especies de virus, como rotavirus, enterovirus e
incluso otras variantes de norovirus dentro del mismo genogrupo GII (Duan et al., 2022;
Qian et al., 2021). Este ensayo basado en CRISPR y el basado en RT-qPCR pudieron
detectar las mismas dosis de inoculacion de MNV-1 tanto en muestras de lechuga (2.59
logl0 gc/25 g) como de mora azul (3.59 logl0/25 g), pero presentaron diferencias
especificas segun el tipo de producto (Tablas 5y 6). La similitud en la eficiencia de
deteccion entre los ensayos basados en CRISPR y RT-qPCR, como hemos observado, ha
sido documentada por otros grupos (Duan et al., 2022; Gootenberg et al., 2017). Tanto los
ensayos basados en CRISPR como en RT-qPCR mostraron un LOD de MNV-1 mas alto
en lechuga (Tabla 4), en comparacion con mora azul. Planteamos la hipdtesis de que la
deteccion de MNV-1 fue similar en todos los ensayos, pero que la elucion viral de MNV-
1 fue superior en lechuga, en comparacion con las muestras de mora azul. En apoyo de
esta hipdtesis, cuando se pudo cuantificar el titulo viral (mediante ensayos basados en RT-
gPCR, pero no en CRISPR), observamos un porcentaje de recuperacion especifica de
MNV-1 significativamente mayor en lechuga, en comparacion con las muestras de mora
azul (Tablas 5y 6). Estos hallazgos sugieren que las caracteristicas de la matriz del tipo
de alimento pueden influir en la recuperacion viral. Similar a nuestros resultados, otro
grupo también observo eficiencias de extraccion superiores de MNV-1, MS2 y el virus de

Tulane en lechuga en comparacién con moras (Tang et al., 2023).

El ensayo CRISPR, en comparacion con el ensayo RT-qPCR, pudo detectar una menor
concentracion de gc inoculado con MNV-1 de ARN de MNV-1 en muestras de lechuga o
mora azul eluidas y tratadas con ARNasa. Es improbable que los ensayos basados en
CRISPR, en comparacion con los basados en RT-qPCR, sean mas sensibles para detectar
ARN intacto en capsides intactas de MNV-1, después del tratamiento con ARNasa,. La
razon de esto es que ya hemos demostrado y afirmado, con base en la evidencia de otros
(Duan et al., 2022; Gootenberg et al., 2017), que tanto los ensayos basados en CRISPR

como los basados en RT-qPCR tienen la misma sensibilidad para detectar el ARN de
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MNV-1. En cambio la adiciéon de ARNasa resulté en una reduccion incompleta del ARN
libre de MNV-1 y la generacion de fragmentos de ARN de MNV-1. Definimos el ARN
libre como ARN accesible a la ARNasa fuera de una capside o dentro de una cépside
"permeable" dafiada. En apoyo de esta hipotesis, nosotros y otros hemos demostrado que
el tratamiento con ARNasa del MNV-1 inoculado en productos agricolas no resulta en
una reduccion completa (100%) del ARN de MNV-1 (Li et al., 2012; Marti et al., 2017;
Monteiro y Santos, 2018). Nuestro control de inactivacion por calor (80 °C), al comparar
muestras tratadas con ARNasa con muestras sin tratar, mostré una reduccion del 93.5-
96.8 % (1.19-1.86 log10) del ARN de MNV-1 en diferentes dosis de MNV-1 en muestras
de lechuga y mora azul. Marti et al. informaron, en muestras de lechuga eluidas con MNV-
1, una reduccion del 99.99 % (5.7 log10) mediante RT-qPCR y utilizando ARNasa A y
luz UV (Marti et al., 2017). Otros estudios en muestras no alimentarias también han
informado una variacion de 0.03-0.45 logl0 en la reduccion de norovirus tratados por
calor mediante el pretratamiento con ARNasa (Li et al., 2012; Monteiro y Santos, 2018).
Estos resultados sugieren que la ARNasa no destruyd todo el ARN accesible o que el
tratamiento térmico (80 °C) no proporciona acceso completo a todo el ARN a la ARNasa.
Una posibilidad adicional es que el stock de MNV-1 utilizado en nuestros experimentos
contuviera una mayor proporcion de particulas defectuosas, posiblemente debido a
multiples pases en el cultivo celular, lo que podria afectar la eficiencia de la inactivacion
térmica y el tratamiento con ARNasa. Si se demuestra que la hipotesis de que la ARNasa
no destruye todo el ARN accesible es valida, entonces los ensayos basados en CRISPR y
RT-qPCR, combinados con el tratamiento con ARNasa para detectar capsides intactas (es
decir, virus potencialmente infecciosos), pueden conducir a resultados falsos positivos:
deteccion de fragmentos de ARN degradados de forma incompleta en lugar de ARN
protegido en capsides intactas. Para explicar nuestros resultados, proponemos que los
ensayos basados en CRISPR, en comparacion con los basados en RT-qPCR, pueden ser
mas eficaces en la deteccion de fragmentos de MNV-1 generados por ARNasa y, por lo
tanto, es mas probable que generen resultados falsos positivos (es decir, virus
potencialmente infecciosos). Para abordar estas hipdtesis, nuestras futuras areas de
investigacion consisten en desarrollar metodologias para ajustar los resultados del

tratamiento con ARNasa segun la eficacia de la reduccion del ARN libre (p. €j., controles
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tratados con ARNasa) y mejorar las condiciones y los controles de ARNasa para eliminar
y confirmar la eliminacion del ARN libre. También pretendemos validar atin mas estos

resultados basados en CRISPR con los resultados de infectividad de MNV-1.

Nuestra reduccion de ARNasa en lechuga y mora azul inoculados con MNV-1 (75.41-
88.64 %, reduccion de 0.61-0.91 logl0, Tabla 5 y 6), medida mediante RT-qPCR, fue
superior a la de otros trabajos publicados. Monteiro y Santos (2018), utilizando norovirus
GII aislado de heces de pacientes infectados con gastroenteritis y virus de la hepatitis A
(VHA) HM175/18f (VR-1402) de cultivo celular, lograron una media de 0.03 reduccion
logaritmica en norovirus GII y 0.95 reduccion logaritmica en VHA en muestras no
alimentarias. Li et al. (2012), utilizando MNV-1 de cultivo de tejidos, informaron una
reduccion logaritmica de aproximadamente 0.04 utilizando suspension de MNV-1 y RT-
PCR de RNasa ONE in vitro. Planteamos dos posibles explicaciones para nuestra mayor
reduccion inducida por ARNasa del ARN de MNV-1 en comparacion con estudios
previos. Primero, es posible que nuestras condiciones de reaccion de ARNasa (p. ¢j.,
concentracion enzimatica, tiempo de incubacion, temperatura o composicion del tampon)
fueran mas efectivas, en comparacion con la condicion de reaccion de estudios previos,
en la degradacion del ARN libre, lo que lleva a una mayor reduccion del ARN. En segundo
lugar, es posible que nuestro proceso de multiples pases en cultivos celulares MNV-1 o el
proceso de elucion en lechuga y mora azul haya dado como resultado una mayor
proporcion de particulas defectuosas y ARN accesible a la ARNasa, ya sea por dafo
parcial de las cépsides virales durante la manipulacién o por efectos intrinsecos de la
matriz que exponen el ARN a la ARNasa con mayor facilidad. Serdn necesarios estudios

de optimizacion y validacion adicionales para distinguir entre estas dos posibilidades.

Este estudio present6 fortalezas y limitaciones. La primera fortaleza fue que CRISPR
FRESH aprovecha la precision de Cas13a para lograr una deteccion cualitativa, sensible
y especifica del ARN viral, lo que proporciona un indicador fiable de la presencia de una
diana. La segunda fortaleza fue la relacion directa entre la concentracion de ARN diana y
la capacidad de deteccion de la enzima (Fig. 1), lo que sienta las bases para un ensayo
cuantitativo fiable. La tercera fortaleza fue la evaluacion de la recuperacion y deteccion
viral en diferentes tipos de productos agricolas con multiples dosis. Una limitacion de este

estudio fue que no pudimos comparar directamente los resultados de RT-qPCR con los
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resultados de CRISPR FRESH (por ejemplo, recuperacion viral) porque actualmente es
cualitativo y atin no es posible una cuantificacién precisa sin una mayor optimizacion.
Una segunda limitacion radica en las dificultades para desarrollar un ensayo cuantitativo
basado en CRISPR, debido a la necesidad de calibrar cada estandar en cada etapa del
ensayo (p. €j., preamplificacion, transcripcion de T7, deteccion). Una tercera limitacion
podria ser la incapacidad metodolédgica para lograr una reduccion del 100 % del ARN
libre en las matrices de muestra (p. ¢j., diferentes tipos de productos), lo que requiere

nuevas metodologias para ajustar este factor de confusion.

Existen varias areas de investigacion futuras para aplicar este ensayo al norovirus humano
en alimentos. Una de ellas es permitir el analisis cuantitativo de patdgenos en muestras de
alimentos mediante la optimizacion de las concentraciones de cebadores y las condiciones
de reaccion para evitar efectos de saturacion (p. €j., en la etapa de preamplificacion) y la
estimacion de las proporciones de Cas13 activa respecto al ARN diana. Una segunda area
es desarrollar un flujo de trabajo de calibracion que proporcione analisis paralelos fiables
de concentraciones diana variables. Una tercera area es validar el método en diferentes
matrices alimentarias para garantizar su precision y fiabilidad, incluyendo Ila
cuantificacion de la eficiencia de elucion viral para cada matriz alimentaria. Un objetivo
a largo plazo seria integrar CRISPR FRESH en las herramientas de deteccion existentes
para los profesionales de la seguridad alimentaria en la industria y el gobierno. Esto
incluiria un andlisis coste-beneficio de su uso en comparacion con los métodos

tradicionales de deteccion viral.
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9. CONCLUSIONES.

En conclusion, CRISPR FRESH demuestra una deteccién sensible y especifica de
norovirus en productos frescos. La capacidad de CRISPR FRESH para detectar virus es
comparable a la de la RT-qPCR. Ademas, CRISPR FRESH oftrece la opcion de sustituir
equipos costosos de RT-qPCR (p. ¢j., termocicladores) por equipos mas econdémicos para
condiciones de reaccion con control de temperatura (p. €j., termobloques) y lectura (p. €j.,
fluorometros). Ademas, los reactivos de CRISPR FRESH son mas econdmicos que los
reactivos de RT-qPCR por reaccion (Tabla Suplementaria 3). También demostramos su
potencial para detectar ARN en capsides intactas, un indicador de infectividad. Este
informe proporciona una base para realizar ensayos de deteccion adicionales, rapidos y
rentables en el campo de virus transmitidos por alimentos humanos en alimentos para

controlar la propagacion de brotes transmitidos por alimentos.
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10. PERSPECTIVAS.

Este estudio tuvo puntos fuertes y débiles. El primero fue que CRISPR FRESH aprovecha
la precision de Cas13a para lograr una deteccion cualitativa, sensible y especifica del ARN
viral, lo que proporciona un indicador confiable de la presencia de un objetivo. El segundo
punto fuerte de este estudio fue la relacion directa entre la concentracion del ARN objetivo
y la capacidad de deteccion de la enzima, lo que sienta las bases para un ensayo
cuantitativo confiable. El tercer punto fuerte fue la evaluacion de la recuperacion y
deteccion viral en diferentes tipos de productos agricolas en multiples dosis. Una
limitacion de este estudio fue que no pudimos comparar directamente los resultados de
RT-gPCR con los resultados de CRISPR FRESH (por ejemplo, recuperacion viral) dado
que actualmente es cualitativo y aun no es capaz de cuantificarlo con precision sin una
optimizacion adicional. Una segunda limitacion fue el requisito de una calibracion
exhaustiva, incluidas las comparaciones individuales de las pendientes determinadas por
modelos de regresion lineal para concentraciones objetivo variables. Una tercera
limitacion puede ser la incapacidad metodologica para lograr una reduccion del 100 % del
ARN libre en las matrices de muestra (por ejemplo, diferentes tipos de productos), por lo

que se necesitan nuevas metodologias para ajustar este factor de confusion.

Hay varias areas de investigacion futuras para aplicar este ensayo al norovirus humano en
los alimentos. Una de ellas es permitir el andlisis cuantitativo de patdgenos en muestras
de alimentos mediante la optimizacion de las concentraciones de cebadores y las
condiciones de reaccion para evitar los efectos de saturacion (por ejemplo, en el paso de
preamplificacion) y estimar las proporciones de Casl3 activo con respecto al ARN
objetivo. Una segunda area es desarrollar un flujo de trabajo de calibracion que
proporcione analisis paralelos confiables de concentraciones objetivo variables. Una
tercera area es validar el método en diferentes matrices de alimentos para garantizar su
precision y confiabilidad, incluida la cuantificacion de la eficiencia de elucion viral para
cada matriz de alimentos. Un objetivo a largo plazo seria integrar CRISPR FRESH en el
conjunto de herramientas de deteccion existente de los profesionales de la seguridad
alimentaria en la industria y el gobierno. Esto incluiria un analisis de costo-beneficio de

su uso en comparacion con los métodos de deteccion viral tradicionales.
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