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RESUMEN

El objetivo del presente estudio es determinar el efecto de los carbohidratos HBGA
en la estabilidad de norovirus murino en conjunto con el pH, temperatura, fuerza
iGnica, y presencia de bacterias en frutas y hortalizas. Se disefid y valido un
procedimiento para la deteccion mudltiple de norovirus murino GV (MNV-1),
Salmonella, Shigellay E. coli enterohemorragica (ECEH) evaluando el efecto de la
solucion amortiguadora de elucion de MNV-1 en la viabilidad bacteriana, el
preenriquecimiento simultadneo y la deteccion simultdnea por PCR. La técnica de
deteccion se aplic6 a 200 muestras de cilantro, lechuga, fresa y zarzamora y
también se cuantificaron las bacterias mesofilas aerébias (BMA), enterobacterias
(EB) y E. coli mediante técnicas de cultivo tradicional. La genotipificaciéon se
determind mediante la herramienta norovirus typing tool secuenciando el ORF2.
Se compararon con los genotipos mas frecuentes en las bases de datos NoroNet y
CalciNet. La estabilidad se evaluo en fresa y lechuga incluyendo la concentracion
de E. coli 0157:H7 (5 Log1l0 UFC/mL), la temperatura (22 y 4 °C), la fuerza i6nica
(0.25 mM), el pH (3 a 8) y la presencia de N-acetil glucosamina (1% p / v) con una
cepa de MNV-1. El medio seleccionado para el preenriquecimiento de bacterias
fue agua peptonada tamponada suplementada con vancomicina (8 ppm),
novobiocina (0,55 ppm) y verde brillante (0,2 ppm) e incubacion a 41.5 ° C/ 24 h.
Los productos de PCR fueron secuenciados y los numeros de acceso son:
MW768703 (InvA), MW422896 (IpaH), MW768704 (Stx1) y MW768705 (Stx2). La
sensibilidad de la técnica de deteccion fue de 10 a 100 particulas de MNV-1y 1 a
10 células de cada bacteria patégena. La poblacion de BMA, EB y E. coli para
todas las matrices alimentarias, varié entre 3.18 a 5.67 y 1.8 a 4.3 Log10 UFC/g y
<1.8 a 3 NMP/g, respectivamente. Dos muestras de fresa fueron positivas para
norovirus Gl.1 (MZ224458) y GI1.3 (MZ227012) y una muestra de lechuga para
ECEH. La mayor presencia de aminoacidos hidrofilicos y ramificados con anillos
aromaticos, y menor proporcién con cadena lateral corta y capacidad de afectar la
estructura secundaria indicaron un incremento en la estabilidad de los virus en
general. MNV-1 fue mas estable a pH &cido, temperatura de refrigeracion y con la
presencia de carbohidratos HBGA. E. coli 0O157:H7 estabiliz6 a MNV-1
exclusivamente en condiciones basicas.

Palabras clave: norovirus, diversidad genética, estabilidad, frutas y hortalizas.



ABSTRACT

The objective of the present project was to determine the HBGA-like carbohydrates
effect on murine norovirus (MNV-1) stability at different pH, temperature, ionic
strength, and microbiota levels. A multiple PCR detection technique was designed
and validated for the simultaneous detection of (MNV-1), Salmonella, Shigella and
enterohemorragic E. coli (STEC). MNV-1 elution buffer effect on bacterial viability
was evaluated. PCR products were sequenced by Sanger dioxide. 200 samples
were analyzed by the multiple PCR detection technique and mesophilic bacteria
(BMA), enterobacteriaceae (EB) and E. coli concentrations were quantified. The
food matrixes were coriander, lettuce, strawberry and blackberry. Genotyping was
performed analyzing the ORF2 amplicon sequence with the norovirus typing tool.
Comparison analysis with the most frequent strains reported in the NoroNet and
CalciNet data base were included. MNV-1 stability was evaluated in strawberry and
lettuce including the following factors: temperature (22 y 4 °C), ionic strength
(0.25mM), pH (3 and 8), HBGA-like carbohydrates (1%) and STEC (5 Logl0
CFU/mL). The simultaneous detection conditions selected were: modified buffered
peptone water supplemented with novobiocin (0.55 ppm), vancomicyn (8 ppm) and
brilliant green (0.2 ppm), and incubation temperature at 41.5 °C for 24 h. PCR
products access numbers were MW768703 (InvA), MW422896 (IpaH), MW 768704
(Stx1) y MW768705 (Stx2). The technigue sensibility was 10-100 MNV-1 particles
and 1-10 pathogenic bacterial cells. BMA, EB and E. coli populations ranges were
3.18 to 5.67 and 1.8 to 4.3 Logl0 CFU/g and <1.8 to 3 MPN/g, respectively. Two
strawberry samples were positive for norovirus Gl.1 (MZ224458) and GI.3
(MzZ227012) and one lettuce sample for STEC. The minor presence of
hydrophobic, non-branched and secondary structure disruption aminoacids and a
high concentration in aromatic and hydrophilic aminoacids indicates a higher viral
stability. MNV-1 was more stable at acid pH, 4 °C temperature and with the
presence of HBGA-like carbohydrates. E. coli O157:H7 stabilized MNV-1
exclusively at basic conditions.

Key words: norovirus, genotyping, viral stability, fresh produce.



INDICE

Resumen espafiol
Abstract

indice

indice de cuadros
indice de figuras

|. INTRODUCCION
II. ANTECEDENTES

[I.1 Historia de los norovirus a humanos

II.2 Morfologia de norovirus a humanos

[1.3 Epidemiologia de norovirus a humanos

I1.4 Estabilidad de norovirus en frutas y hortalizas

I1.4.1 Efecto del pH en la estabilidad de los norovirus

I1.4.2 Efecto de la temperatura y la humedad en la estabilidad de

los norovirus

11.4.3 Efecto de la fuerza i6nica en la estabilidad de los norovirus
I1.4.4 Efecto de las bacterias, los carbohidratos tipo HBGA vy la
composicién de los aminoacidos de la capside proteica en
la estabilidad de los norovirus
11.4.5 Deteccion y cuantificacion de norovirus en frutas y hortalizas
I1.4.6 Caracterizacion de norovirus
ll. JUSTIFICACION
IV. HIPOTESIS
V. OBJETIVOS
V.1 General
V.2 Especificos

Péagina

10

10
11

12
13

16
18
20
21
22
22
22



VI.

METODOLOGIA

V1.1 Materiales

VI.1.1
VI.1.2
VI.1.3
VIi.1.4

Equipo
Medios de cultivo
Reactivos

Material biolégico

VI.2 Métodos

VI.2.1

VI.2.2

VI.2.3

VI.2.4

VI.2.5

Determinacion de la ocurrencia de los norovirus en
cilantro, fresa, lechuga y zarzamora, naturalmente
contaminados del municipio de Querétaro.

Evaluacion de la concentracién de grupos indicadores y
presencia de bacterias entéricas patdgenas en cilantro,
fresa, lechuga y zarzamora y establecer si existe una
asociacion con la presencia de norovirus.

VI.2.2.1 Cuantificacion de grupos indicadores en cilantro,
fresa, lechugay zarzamora.
VI.2.2.2 Deteccion de Salmonella, Shigella y E. coli
enterohemorragica en cilantro, fresa, lechuga y
zarzamora.

Analisis comparativo del marco de lectura 2 de los
norovirus detectados en las muestras de cilantro, fresa,
lechuga y zarzamora, con las secuencias reportadas en
las bases de datos NoroNet, CalciNet, Norovirus Typing
Tool y NCBI.
Determinacibn mediante un analisis bioinformatico
comparativo con otras variantes de norovirus y otros virus
transmisibles por alimentos el perfil de aminoacidos
asociado con una mayor estabilidad.

Evaluacion del efecto de la temperatura, pH, concentracion

de bacterias, la fuerza i6nica y la presencia de

carbohidratos similares a los HBGA, en la estabilidad de

23
23
23
23
23
24
26
26

30

30

34

35

36



MNV-1 en fresa y lechuga.

VILLANALISIS ESTADISTICO

VIII.RESULTADOS Y DISCUSION

VIII.1 Evaluacién de medios de preenriquecimiento para el desarrollo

VIII.2

VIIIL3

VIil.4

VIILS

simultdneo de Escherichia coli enterohemorragica, Salmonella y

Shigella en cilantro, fresa, lechuga y zarzamora.

VIII.1.1 Evaluacion de medios de preeriquecimiento para el
desarrollo individual de Escherichia coli
enterohemorragica, Salmonella y Shigella en cultivo puro.

VIII.1.2 Evaluacion de medios de preenriquecimiento para el

desarrollo simultaneo de Salmonella, Shigella y ECEH
en frutas y hortalizas.

Disefio, estandarizacion y validacion de iniciadores para la

deteccibn multiple de Escherichia coli enterohemorragica,

Salmonella y Shigella.

Evaluacion de la especificidad y sensibilidad de la técnica de
deteccion multiple de Salmonella, Shigella y ECEH en frutas y
hortalizas.

Deteccion de MNV-1, Salmonella, Shigella y ECEH vy
cuantificacion de bacterias mesofilas aerobias, enterobacterias
y E. coli en cilantro, fresa, lechuga y zarzamora.

Determinacion de la diversidad genética de los norovirus
detectados en las muestras de cilantro, fresa, lechuga y
zarzamora, y Su comparacion con los principales genotipos
reportados en las bases de datos NoroNet, CalciNet, Norovirus

Typing Tool y NCBI.

VIII.6 Determinacion del perfil de aminoacidos de la capside proteica

de norovirus, virus de la hepatitis A, y parvovirus y establecer si

38

39

39

39

43

51

56

57



existe alguna asociacion con su estabilidad en las frutas y
hortalizas.

VIII.7 Evaluacion del efecto de la temperatura, fuerza ionica, pH,
presencia de carbohidratos similares a los antigenos del grupo
histosanguineo (HBGA) y la microbiota en la estabilidad de
MNV-1 en fresa y lechuga.

IX.CONCLUSIONES

X. BIBLIOGRAFIA

Vi

70

82

84



INDICE DE CUADROS

Cuadros

1

10

Reportes de interaccion entre bacterias y norovirus en agua y

alimentos

Descripcion de las secuencias de los iniciadores y utilizados
para la deteccién del Genotipo | y Il de norovirus.

Concentracion de bacterias mesofilas aerobias (BMA),
enterobacterias y E. coli y presencia/ausencia de norovirus,
Salmonella, Shigella y ECEH en cilantro, lechuga, zarzamora

y fresa.

Perfil de aminoacidos de norovirus a humanos aislados en el
presente proyecto y recuperados de la base de datos del
NCBI.

Comparativa del perfil de aminoacidos de norovirus Gll.4,
parvovirus, priones y el virus de la hepatitis A.

Promedio de la poblacion resistente de MNV-1 a diferentes

niveles de pH, temperatura, microbiota, fuerza iénica y
presencia de carbohidratos tipo HBGA en refrigeracion.

Promedio de la poblacion resistente de MNV-1 a diferentes
niveles de pH, temperatura, microbiota, fuerza ib6nica y
presencia de carbohidratos tipo HBGA a temperatura
ambiente.

Promedio de la poblacion resistente de MNV-1 a diferentes
niveles de pH, E. coli O157:H7 y presencia de carbohidratos
tipo HBGA en lechuga en refrigeracion.

Promedio de la poblacion resistente de MNV-1 a diferentes
niveles de pH, E. coli O157:H7 y presencia de carbohidratos
tipo HBGA en lechuga a temperatura ambiente.

Promedio de la poblacion resistente de MNV-1 a diferentes

Vii

Péagina

17

28

57

67

69

72

73

76

76

77



11

niveles de pH, E. coli O157:H7 y presencia de carbohidratos
tipo HBGA en fresa en refrigeracion.

Promedio de la poblacion resistente de MNV-1 a diferentes
niveles de pH, E. coli O157:H7 y presencia de carbohidratos
tipo HBGA en fresa a temperatura ambiente.

viii

77



INDICE DE FIGURAS

Figuras

1

llustracion de la organizacion del genoma y proteoma de
norovirus. En la parte superior (genoma) se muestran los 3
marcos de lectura abierta (ORF) y en la parte inferior
(proteoma) las proteinas estructurales (VP1 y VP2) y no
estructurales (p48, NTPasa, p22, VPg, Pro, RdRp). Basado en
la secuencia del genoma de norovirus Gll.4 GenBank:
X86557.1.

llustracién de la estructura de la proteina VP1 dénde se
muestra el grupo N- terminal del dominio en color verde (10 a
49 aminoécidos), el dominio S en amarillo (del aminoacido 50 a
225), el dominio P1 en rojo (del aminoacido 226 a 278 y del 406
a 520), y el dominio P2 en azul (del aminoacido 279 a 405)

Numero de secuencias reportadas por afio en el periodo 2005 —
2016 en la base de datos NoroNet.

Replicacion del virus de Norwalk.

Arbol filogenético de los norovirus basado en su secuencia
completa de la proteina VP1.

Esquema general para la deteccion de MNV-1 y norovirus Gl y
Gll por la técnica de RT-gPCR.

Esquema general para la deteccion de bacterias entéricas
patogenas por la técnica de PCR a partir de cultivo puro e
inoculadas en las frutas y hortalizas

Variabilidad de la poblacion maxima alcanzada de Salmonella
modificando la temperatura (35 y 415 °C), medio de

enriqguecimiento (CST y APT) y los agentes selectivos (VB+1,
VB-1, V+1, V-1, N+1, N-1) después de 24 horas de incubacion.

Péagina

19

33

41



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

VB: verde brillante, V: vancomicina, N: novobiocina, +1: nivel
alto, -1: nivel bajo.

Variabilidad de la poblacion maxima alcanzada de Shigella
modificando la temperatura (35 y 41.5 °C), medio de
enriqguecimiento (CST y APT) y los agentes selectivos (VB+1,
VB-1, V+1, V-1, N+1, N-1) después de 24 horas de incubacion.

Variabilidad de la poblacion maxima alcanzada de ECEH
modificando la temperatura (35 y 41.5 °C), medio de
enriquecimiento (CST y APT) y los agentes selectivos (VB+1,
VB-1, V+1, V-1, N+1, N-1) después de 24 horas de incubacion.

Poblacion maxima alcanzada de Salmonella y BMA en cilantro
(C), lechuga (L), fresa (F) y zarzamora (Z).

Poblacibn maxima alcanzada de Shigella y BMA en cilantro(C),
fresa (F), Lechuga (L) y zarzamora (Z).

Poblacibn méxima alcanzada de ECEH (E. coli
enterohemorragica) y BMA en cilantro(C), fresa (F), Lechuga (L)
y zarzamora (Z).

Dendograma de similitud de las secuencias del gen IpaH de Shigella
(Clustal Omega).

Dendograma de similitud de las secuencias del gen Stxl1 de ECEH
(Clustal Omega).

Dendograma de similitud de las secuencias del gen InvA de
Salmonella (Clustal Omega).

Fragmento del alineamiento de diferentes secuencias del gen InvA de
Salmonella.

Secuencias de iniciadores propuestas por el software
Primer3Plus para E. coli enterohemorragica (A), Salmonella (B)
y Shigella (C).

Amplificacién de los iniciadores para Salmonella (Sal), Shigella
(Shi) y ECEH (EC) de manera individual y multiple (Mix). La
imagen A contiene 1 uM y la imagen B 0.2 uM. La temperatura
de alineamiento fue de 60 °C. El marcador de peso molecular
(MPM) es de 100 pb.

Evaluacion de la especificidad de los iniciadores de Shigella
para el gene IpaH. Se muestran 10 cepas exclusivas del género
Salmonella y 6 de ECEH. Las cepas 10 inclusivas fueron del
género Shigella. MPM: 100 pb

41

42

45

45

46

48

49

49

50

50

51

52



21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

Deteccion de Salmonella, Shigella y ECEH en cilantro (C), fresa
(F), lechuga (L) y =zarzamora (Z). La temperatura de
alineamiento fue de 60°C y la concentracion de los inicadores
de 0.2 uM. El marcador de peso molecular (MPM) es de 100 pb.

Deteccion de norovirus (MNV-1), Salmonella, Shigella y ECEH
en cilantro (3), lechuga (4), zarzamora (5) y fresa (6). La
temperatura de alineamiento fue de 60°C y la concentracion de
los inicadores de 0.2 pM. El marcador de peso molecular (MPM)
es de 100 pb.

Porcentaje de similitud de la cepa 1 de norovirus proveniente de
fresa con las secuencias de la base de datos del NCBI.

Genotipificacidén de la cepa 1 de norovirus proveniente de fresa
mediante la herramienta Norovirus typing tool.

Porcentaje de similitud de la cepa 2 de norovirus proveniente de
fresa con las secuencias de la base de datos del NCBI.

Genotipificacion de la cepa 2 de norovirus proveniente de fresa
mediante la herramienta Norovirus typing tool.

Dendograma de similitud de la cepa Gl.1 de norovirus
proveniente de fresa con las secuencias de la base de datos del
Norovirus typing tool.

Dendograma de similitud de la cepa GIl.3 de norovirus
proveniente de fresa con las secuencias de la base de datos del
Norovirus typing tool.

Secuencia FASTA de la proteina VP1 del ORF2 de norovirus
Gl.1.

Secuencia FASTA de la proteina VP1 del ORF2 de norovirus
Gl.3.

Fragmento de la traduccion de la secuencia nucleotidica de los
norovirus Gl.1 y GI1.3 y su alineamiento mediante el software
MEGA-X.

Curva de calibracién de MNV-1 por RT-gPCR en la plataforma
Rotor Gene de Qiagen utilizando una mezcla SYBR Green Start

Xi

53

55

58

58

59

59

61

62

63

64

67

72



33

34

35

36

37

38

39

Jump de Sigma Aldrich.

Andlisis estadistico ANOVA y prueba de Tukey de los
tratamientos evaluados para determinar su efecto en la
estabilidad de MNV-1 en un modelo in vitro.

Grafico de interaccion entre el efecto del pH y la tempertura en
la estabilidad de MNV-1 en un modelo in vitro.

Gréfico de interaccién entre el efecto del tipo de tratamiento y la
temperatura en la estabilidad de MNV-1 en un modelo in vitro.

Gréfico de interaccion entre el efecto del tipo de tratamiento y
el nivel de pH en la estabilidad de MNV-1 en un modelo in vitro.

Prueba de Tukey de los tratamientos evaluados para determinar
su efecto en la estabilidad de MNV-1 en un modelo in vitro. La
estructura de los niveles es: temperatura, pH, tratamiento
(control, HBGA o E. coli O157:H7), y tiempo en su nivel alto y
bajo (24 y 72).

Prueba de Tukey de los tratamientos evaluados para determinar
su efecto en la estabilidad de MNV-1 en lechuga. La estructura
de los niveles es: temperatura, pH, tratamiento (control, HBGA o
E. coli O157:H7), y tiempo en su nivel alto y bajo (24 y 72).

Prueba de Tukey de los tratamientos evaluados para determinar
su efecto en la estabilidad de MNV-1 en fresa. La estructura de
los niveles es: temperatura, pH, tratamiento (control, HBGA o E.
coli O157:H7), y tiempo en su nivel alto y bajo (24 y 72).

xii

73

74

74

75

76

80

81



Xiii



I. INTRODUCCION

Los norovirus destacan como la principal causa de enfermedad por
consumo de alimentos en el mundo. Existen 10 genogrupos (Gl - GX), pero son el
Gl y Gl los responsables de la mayoria de casos de enfermedad por consumo de
alimentos en humanos. El principal reservorio es el hombre y es a través del
vomito y la materia fecal que las particulas virales son expulsadas al ambiente y
pueden contaminar diferentes materiales y los alimentos. Entre los principales
alimentos implicados en brotes de enfermedad por norovirus Gl y Gll destacan las
frutas y hortalizas. Particularmente, frutas como la zarzamora y la fresa, y
hortalizas como la lechuga y el cilantro. Por lo tanto, la pregunta general que surge
es, ¢qué caracteristicas poseen las frutas y hortalizas que las convierte en un

vehiculo tan propicio para los norovirus Gl y GII?

Las frutas y hortalizas suelen almacenarse a temperatura ambiente y de
refrigeracion. Ambas condiciones de temperatura no afectan la integridad de
norovirus, sin embargo, es la temperatura de refrigeracion la que se ha reportado
que genera mayor estabilidad en las particulas virales. El pH presente en las frutas
y hortalizas tampoco es capaz de generar un dafio considerable en la estabilidad
de norovirus. Siendo el pH acido, la condicidbn que mejor promueve la persistencia
de los norovirus en los alimentos. La presencia de solutos inorganicos en la
superficie de las frutas y hortalizas no se ha reportado como un factor de
relevancia asociado a la estabilidad de norovirus. Por otra parte, la participacion
de las bacterias presentes en la superficie de las frutas y hortalizas en la
estabilidad de norovirus no se encuentra totalmente esclarecida. Por una parte se
observd que norovirus incrementd su estabilidad en espinaca al incrementar la
concentracion de las bacterias mesofilas aerobias (BMA), pero este
comportamiento no fue replicable en lechuga. Adicionalmente, norovirus murino
genogrupo GV fue estabilizado de mejor forma por la presencia de bacterias Gram

+ que por bacterias Gram -. El peptidoglicano que se encuentra en mayor



proporcibn en bacterias Gram + es una estructura formada por N-
acetilglucosamina y N-acetilmurdmico. La N-acetilglucosamina se ha reportado
como estructura capaz de interactuar quimicamente por fuerzas de Van der Waals
con la capside proteica de los norovirus y también, las frutas y hortalizas contienen
N-acetil glucosamina en su superficie. Por lo que existe la posibilidad de que dicha
interaccién quimica contribuya a la adhesion y persistencia de los norovirus en las
frutas y hortalizas. En un estudio se observdO que la N-acetilglucosamina
incremento la estabilidad de poliovirus al exponerse a un proceso de desinfeccion
con cloro al 0.1%. Por lo que en el presente proyecto tenemos la hipétesis de que
la presencia y disponibilidad de N-acetilglucosamina es uno de los factores mas
importantes en la estabilidad de los norovirus. Adicionalmente, se tiene como
objetivo disefiar un modelo experimental que incorpore el efecto de cada uno de
los factores ecolégicos previamente mencionados en la estabilidad de norovirus
en las frutas y hortalizas. Lo anterior con el propésito de aproximarnos lo mas

posible a lo que ocurriria en un ambiente real.

Finalmente, los norovirus muestran una enorme capacidad para generar
cambios en su material genético lo que puede conducir a variaciones en su
estructura y estabilidad. Existe muy poca informacion referente al perfil de
aminodacidos presentes en la capside y su relacion con la estabilidad de norovirus.
Por lo anterior, el presente proyecto tiene como objetivo determinar la presencia
de los norovirus en frutas y hortalizas del municipio de Querétaro y estudiar como
afecta la diversidad genética de los norovirus, la presencia de bacterias, la
temperatura, el pH, la N-acetilglucosamina y la fuerza iénica, en la estabilidad de
los norovirus en las frutas y hortalizas. Esta es una informacion necesaria para
disefar estrategias de control enfocadas en disminuir su estabilidad y con ello
prevenir la aparicion de brotes de enfermedad por su consumo. Un impacto muy
importante en el presente proyecto es la colaboracién con SENASICA donde la
metodologia para la deteccion de los norovirus sera utilizada como base para

definir un protocolo para el andlisis de frutas y hortalizas en México.



II. ANTECEDENTES

1.1 Historia de los norovirus a humanos

El primer caso registrado por norovirus fue descrito por el Dr. J. Zahorsky
en 1929, dénde se menciond que el agente etiolégico causaba vomito y diarrea
acuosa principalmente en los meses de Noviembre a Mayo. Lo denomind “winter
vomiting sickness”, que significa enfermedad de vomito de invierno. Otro evento
ocurrié en el afio de 1963 en Gran Bretafia, se registraron 142 casos a lo largo de
5 dias y los intentos por identificar el origen etiolégico fueron infructuosos. Las
muestras fecales fueron congeladas a -70 °C y siete afios y medio después fueron
analizadas en el laboratorio de salud publica de Bristol, Inglaterra. Se llevo a cabo
un experimento donde se administraba a los voluntarios un vaso de bicarbonato
sédico diluido en agua y enseguida otro vaso con zumo de naranja al que se le
habia afiadido la emulsion fecal contaminada con el agente W, nombre que recibio
en aquél entonces por la temporal imposibilidad de identificarlo. Los resultados del
estudio determinaron el mantenimiento de la capacidad infectiva del agente W, y
se afirmd que era una particula estable al calor con un tamafio menor a 50 nm
(SEE, 2007). En 1968 se presentd otro incidente en Norwalk, Ohio, donde 116
personas entre nifios y adultos de una escuela primaria resultaron afectadas. La
sintomatologia descrita incluia un cuadro de nausea, diarrea y vOmito, con una
duracion aproximada de 24 horas (Adler y Zickl, 1969). Sin embargo, en ese
momento no fue posible realizar la identificacion del agente etiol6gico y las
muestras fecales se almacenaron para su posterior evaluacion. En 1972 un equipo
de investigadores dirigidos por el Dr. Albert Kapikian administré un filtrado de
heces procedente de las muestras almacenadas del brote de 1968 a un grupo de
voluntarios sanos. El suero de la fase convaleciente del grupo de voluntarios se
mezclé con el filtrado de las heces generando una reaccién anticuerpo-antigeno
gue se observd mediante un microscopio electrénico. A partir de este ensayo se

lograron observar pequefias particulas esféricas de 27 nm a las que describid



como virus pequefios redondos estructurados. Posteriormente se asigné la
denominacion de virus de Norwalk por la localidad donde fue identificado
(Kapikian, et al., 1972). En los siguientes aflos se describieron otros virus con
caracteristicas similares que se denominaron virus de Hawai, Montgomery County,
Tawton y Snow Mountain. Esta denominacién se realizé en funcién de la regién
geografica donde se present6 el brote. Debido a la similitud que mostraron con el
virus de Norwalk, se les llam6 Norwalk-like viruses (Thornhill et al., 1977). Al
mismo tiempo surgieron diversos nombres populares para el virus de Norwalk, por
ejemplo, virus pequefios redondos estructurados, Norwalk-like virus, enfermedad
de vémito de invierno, virus de las montafias de nieve, gripe estomacal, entre
otros. En el afio 2002, el Comité Internacional de Taxonomia de Virus aprobo el

nombre de norovirus para el virus de Norwalk (SEE, 2007).

[I.2 Morfologia de norovirus a humanos

Los norovirus son pequefas particulas de aproximadamente 25 - 38 nm
de didmetro que pertenecen a la familia Caliciviridae. Estructuralmente se
encuentran cubiertos por una capside de proteinas de forma icosaédrica (20
lados), la cual contiene depresiones en forma de copa o célices, de ahi el nombre
de calicivirus (Prasad et al., 1999; CDC, 2022). No poseen envoltura lipidica. En el
interior de la capside proteica, se encuentra el material genético del virus, que
corresponde a una cadena de acido ribonucleico (ARN) en sentido positivo de
aproximadamente 7.7 kb (Jiang et al., 1993). En el extremo 5" se encuentra una
proteina denominada VPg que esta ligada covalentemente al genoma, mientras
gue el extremo 3" esta poliadenilado, lo que confiere estabilidad a la cadena ARN.
Después de la proteina VPg en el sentido 5" a 3" aparecen 3 marcos de lectura
abierta (ORF1, ORF2 y ORF3) (Figura 1). El ORF1 codifica para una poliproteina
no estructural que es subdividida por la proteasa viral en 6 proteinas: p48, una
nucledsido trifosfatasa (NTPase), p22, VPg, Pro (proteasa) y la polimerasa

dependiente de ARN (RdRp). La funcién de las 6 proteinas virales auan se



encuentra bajo estudio pero existen propuestas al respecto. Para p48 es la
formacién del complejo de replicacion, la NTPase tiene funcion de helicasa, p22
formacion del complejo de replicacion, Vpg participa en la traduccion y replicacion,
Pro funciona como proteasa y RdRp participa en la replicacion (Thorne y
Goodfellow, 2014; Moore et al., 2015). ORF2 codifica para la proteina de la
capside VP1, que es la principal proteina estructural de norovirus. ORF3 codifica
para VP2, una proteina estructural cuya funcion se asocia con la regulacion de la
expresion de VP1 y su estabilizacion en la estructura del virus (Bertolotti-Ciarlet et
al., 2003; Moore et al., 2015). La capside esta compuesta por 90 dimeros de la
proteina VP1y 1 o 2 copias de la proteina VP2 (Prasad et al., 1999; Moore et al.,
2015). Estructuralmente la proteina VP1 se divide en dos dominios. EI dominio S o
Shell que forma el nucleo y el dominio P o protuberante que se extiende fuera del
nacleo. El dominio P se subdivide en los subdominios P1-1, P2 y P1-2 (Prasad et
al., 1999; Moore et al., 2015). El subdominio P2 es una region hipervariable y es la
seccion mas expuesta de la particula viral. Esta bien posicionado para interactuar
con posibles anticuerpos neutralizantes y ligandos de antigenos del grupo
histosanguineo (HBGA) (Lochridge et al., 2005). En conjunto la proteina VP1 varia
entre 530 y 555 aminoacidos (Figura 2) (Jiang et al., 1992). La proteina VP2 esta
compuesta por 208 a 268 aminoacidos y muestra una elevada variabilidad entre
cepas de norovirus (Seah et al., 1999).
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Figura 1. llustracion de la organizacion del genoma y proteoma de norovirus. En la
parte superior (genoma) se muestran los 3 marcos de lectura abierta (ORF) y en la
parte inferior (proteoma) las proteinas estructurales (VP1 y VP2) y no estructurales
(p48, NTPasa, p22, VPg, Pro, RdRp). Basado en la secuencia del genoma de
norovirus Gll.4 GenBank: X86557.1 (Liu et al., 1995).
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Figura 2. llustracion de la estructura de la proteina VP1 donde se muestra el
grupo N- terminal del dominio en color verde (10 a 49 aminoécidos), el
dominio S en amarillo (del aminoacido 50 a 225), el dominio P1 en rojo (del
aminoacido 226 a 278 y del 406 a 520), y el dominio P2 en azul (del

aminoacido 279 a 405) (Liu et al., 1995).

[1.3 Epidemiologia de norovirus a humanos

A nivel mundial los norovirus generan 685 millones de casos de enfermedad
por consumo de alimentos cada afio (CDC, 2021). En Estados Unidos ocupan el
58% del total de casos que se presentan cada afo (CalciNet, 2017). En el Norte
de Inglaterra se observd que norovirus fue el responsable del 64% de los brotes
por consumo de alimentos en casas de retiro para personas de la tercera edad
(Inns et al., 2020). En México se desconoce el nimero de casos de enfermedad
por consumo de alimentos que producen los norovirus cada afo, principalmente
por la ausencia de aplicacion de pruebas de deteccion de manera rutinaria. Los
genogrupos Gl, Gll y GIV son los principales implicados en brotes por consumo de
alimentos. Los genogrupos GVIII y GIX también generan casos de enfermedad en
humanos pero son muy poco frecuentes. Los genogrupos Glll, GV, GVI, GVIl y GX
se han descrito en animales (CDC, 2022; Moore y Jaykus, 2018). Los genogrupos
varian por mas del 60% de las bases en su secuencia nucleotidica. A su vez cada

genogrupo se subdivide en genotipos, que difieren entre ellos en



aproximadamente 40% de las bases nucleotidicas (Zheng et al., 2006). Otros
autores mencionan que los genotipos se encuentran definidos por tener al menos
un 80% de identidad de los aminoacidos sobre la secuencia total de la capside
(Ando et al.,, 2000; Moore et al.,, 2015). El genogrupo GIl genotipo 4 es el
responsable del 70 - 80% de los casos de enfermedad por consumo de alimentos
en el mundo (Bae et. al., 2011; Moore et al., 2015; NoroNet, 2017). Otros
genotipos frecuentes en el mundo son el GIl.1, GIl.2, GII.3, GII.5, GlI.6, GII.7,
Gll.8, GIl.10, GIl.12, GII.13, GIl.14, GII.15 y GII.25. Los genotipos GII.P17 y
GlI.P16.GII.P2 se han vuelto predominantes particularmente en algunas partes de
Asia y Alemania respectivamente. (Bae et. al., 2011; De Graaf et al.,, 2015;
Niendorf et al., 2017; Moore y Jaykus, 2018). El genogrupo Gl (Gl.1, Gl.2, GI.3,
Gl.4, Gl.5, GI.6, GI.7 y GI.9) también es responsable de casos de enfermedad por
consumo de alimentos pero en una proporcion mucho menor al genogrupo Gli
(Figura 3) (Calcinet 2017; NoroNet 2017).
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Figura 3. NUmero de secuencias reportadas por afio en el periodo 2005 — 2016 en

la base de datos NoroNet (NoroNet, 2017).
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La variacion estacional advierte una mayor incidencia en los meses de
enero a junio y octubre a diciembre en Europa. De enero a febrero y mayo a
diciembre en Africa. Todo el afio en Asia, principalmente en los meses de

septiembre a febrero. En Australia principalmente en los meses de enero y febrero



y septiembre a diciembre (NoroNet, 2017). La incidencia es por tanto mas

frecuente en los meses de frio.

El principal reservorio de los norovirus a humanos es el hombre y es a
través del vomito y la materia fecal que puede contaminar diversos materiales. La
transmision puede ser persona a persona, y por el consumo de agua y alimentos
contaminados (CDC, 2022). Los individuos mas susceptibles son personas
mayores, nifilos y personas con problemas en su sistema inmune. Los principales
sitios implicados suelen ser casas de retiro para ancianos, guarderias, hospitales y
escuelas (Bernard et. al., 2014; De Graaf et al., 2015; Hofman et al., 2020; Inns et
al., 2020; CDC, 2022). Entre los principales alimentos implicados en brotes por
norovirus en el periodo de 1981 al 2020 se encuentran los mariscos, las ostras, las
frutas, los vegetales y las hortalizas (Hofman et al., 2020; CDC, 2021). Existe una
particularidad en estas matrices alimentarias que permite a los norovirus persistir
el tiempo suficiente para llegar al consumidor. Cuando los norovirus ingresan por
el tracto digestivo, tipicamente producen diarrea y malestar general autolimitado.
Sin embargo, en algunos casos se requiere hospitalizacion o incluso pueden
producir la muerte. EI mecanismo para enfermar consiste en la interacciéon del
virus con la superficie de las células del intestino, particularmente de los antigenos
HBGA (Histo blood group of antigens 6 antigenos del grupo histo sanguineo).
Posteriormente ingresa al interior de la célula por endocitosis. En el citoplasma el
ARN genomico del norovirus puede actuar como ARNm Yy sintetizar las proteinas
estructurales y no estructurales utilizando la maquinaria de traduccién de la célula
(Figura 4). Posteriormente se libera generando una lisis en la célula (ciclo litico)
(Green et al., 2020; Thorne y Goodfellow, 2014). La dosis minima infectante es de
10 a 100 particulas viricas, lo que implica que incluso la mas minima
contaminacion en los alimentos puede implicar un riesgo a la salud del consumidor
(Bidawid et. al., 2004; FDA, 2018; CDC, 2022). Por su elevada capacidad de
persistir en el ambiente, la facilidad con la que se transfiere persona-persona y la

elevada incidencia en el mundo, se ha catalogado como el patégeno casi perfecto



(USDA, 2016). Cada 2 a 4 afios surgen nuevas cepas en el mundo, esto debido a
su elevado indice de mutaciones en el genoma. (Morales-Rayas et. al., 2009; Stals
et. al., 2011; FDA, 2018). Para ilustrar su alarmante capacidad para generar brotes
por consumo de alimentos, en el afio 2011 en Alemania se presento un brote por
consumo de fresa donde 11,000 personas fueron afectadas (Made et al., 2013;

CDC, 2022).
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Figura 4. Replicacion de los norovirus (Thorne y Goodfellow, 2014).
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I1.4 Estabilidad de norovirus en frutas y hortalizas

Los norovirus al no poseer una capa lipidica son ma resistentes que los
virus envueltos. Suelen ser mas estables que las bacterias vegetativas a
diferentes condiciones, por ejemplo: tratamientos térmicos, procesos de
desinfeccidn, sequedad, congelacion, radiaciones, entre otros (Ahmed et al., 2020;
Bozkurt et al., 2015). Aunque no se conoce con exactitud todas las caracteristicas
gue promueven la estabilidad de los norovirus en superficies vivas e inertes, se ha
observado que la ausencia de envoltura lipidica y menor tamafio de la particula
viral son caracteristicas de los virus mas resistentes (Ahmed et al., 2020;

Samandoulgou, 2015).

[1.4.1 Efecto del pH en la estabilidad de los norovirus

El principal reservorio de los norovirus es el hombre, y es a través de la
materia fecal (pH = 8) y el vomito (pH = 3) que se liberan al ambiente y pueden
contaminar los alimentos. Al liberarse al ambiente, inmersos en cualquiera de
estas dos mezclas heterogéneas, los norovirus han desarrollado mecanismos de
adaptacién a un amplio rango de pH. En un estudio realizado con norovirus murino
GV (MNV-1), las particulas resistieron la exposicién a un rango de pH = 2 - 10
durante 2 h con reducciones menores a 1 Logio, aunque la mayor estabilidad se
observo a niveles de pH &cido. Cabe sefialar que el experimento fue realizado en
una suspension solvente - norovirus, sin la presencia de ningun sustrato adicional
gue pudiera generar algun tipo de proteccion a las particulas virales. Por lo tanto,
se esperaria una menor reduccion de MNV-1 en un alimento que pueda favorecer
su estabilidad (Almand et al., 2019; Pogan et al., 2018). Los norovirus al poseer
una capside proteica pueden adquirir o donar iones hidrégeno (H") en funcién del
ambiente en el que se encuentren. En un ambiente acido el exceso de iones
hidrogeno polarizara la capside proteica con cargas positivas, permitiéndole

interactuar con compuestos anionicos que pueden encontrarse en la superficie de

10



las bacterias y algunos alimentos. Y en un ambiente bésico la capside liberara
iones hidrégeno, adquiriendo entonces una carga anionica en su superficie, lo que
contribuira a la interaccién con ambientes cargados positivamente (Almand et al.,
2019; Snowden et al., 2020). También se ha reportado que al modificar el pH del
medio en el que se encuentran los norovirus, es posible equilibrar la concentracion
de las cargas positivas y negativas en la superficie de la capside proteica y por
tanto inducir la neutralizacion de las cargas. Al no poseer carga eléctrica definida
se puede reducir la capacidad de adhesion de los norovirus a las diferentes
superficies, debido a que no podra generar interacciones intermoleculares
(Almand et al., 2019; Vega et al., 2005). Las mismas fuerzas electroestaticas son
las responsables de generar la interaccion entre los norovirus y los compuestos
organicos e inorganicos presentes en las superficies de los alimentos y los
microorganismos (Almand et al., 2019; Moore et al., 2015; Liu et. al., 2010). Sin
embargo, el efecto de estos compuestos en la estabilidad de los norovirus no se

encuentra totalmente esclarecido.

[1.4.2 Efecto de la temperatura y la humedad en la estabilidad de los norovirus

Los norovirus poseen una resistencia al calor ligeramente mayor que las
bacterias mesoéfilas aerobias (BMA). Se ha determinado que el valor D para el
MNV-1 (GV) es de 25 min a 60 °C y 5.17 min a 80 °C en medio celular. Es
importante mencionar que las cepas de norovirus a humanos (Gl y Gll) pueden
mostrar mayor termorresistencia que la cepa de MNV-1 que es un subrogado de
norovirus. En ostras se observé un valor D de 2.64 min a 60 °Cy 0.18 mina 72 °C
(Bozkurt et al., 2015). En otra evaluacion, MNV-1 se depdsito en una superficie de
acero inoxidable que se mantuvo en una solucibn hiumeda de mantenimiento a
4°C durante 7 dias. Al final de la incubacion MNV-1 disminuyo 1 Logio. Al replicar
el experimento bajo las mismas condiciones pero en un ambiente seco, MNV-1
disminuy6 2 Logie. Por lo tanto, la humedad afectd la estabilidad de MNV-1

independientemente de la temperatura de refrigeracion. Al incrementar la
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temperatura a 22 °C manteniendo la superficie de acero inoxidable en una
condicién humeda, la disminucion también fue de 1 Logio. Por lo que la humedad
ejerce un efecto protector en la estabilidad de los norovirus observandose la
misma disminucion a 4 y 22 °C. Y finalmente al eliminar el agua a 22 °C la
disminucién fue de 5 Logio (Mariita et al., 2022; Lee et al., 2015). La inactivacion
se incrementa notablemente en la ausencia de humedad y al incrementar la
temperatura hasta 22°C. Los norovirus no utilizan el agua para procesos
metabdlicos porque carecen de maquinaria para tal finalidad, pero las moléculas
de agua contribuyen a estabilizar la estructura proteica externa mediante
interacciones electroestaticas, que en un ambiente seco no se encontrarian en la

misma proporcion (Snowden et al., 2020; Almand et al., 2019).

Finalmente, los norovirus son muy estables a temperaturas de
congelacion. MNV-1 no perdi6 su integridad cuando fue almacenado a -80 °C por
120 dias (Samandoulgou et al., 2015 Richards et al., 2012). A diferencia de los
parasitos y las bacterias, los norovirus se encuentran muy adaptados a las
temperaturas de congelacion. Quimicamente, la estructura de la cépside debe
compactarse y aumentar su estabilidad en los enlaces internos y las interacciones
electroestaticas. Un fendmeno similar se presenta en el agua que al bajar a 0 °C,
alcanza 100% de puentes de hidrogeno (Snowden et al., 2020; Almand et al.,
2019).

11.4.3 Efecto de la fuerza i6nica en la estabilidad de los norovirus

La fuerza idnica suele ser representada por las cargas eléctricas
presentes en un ambiente debido a la presencia de iones disueltos. Los iones
pueden ser positivos como el sodio (Na*) y negativos como el cloro (CI). Estos
iones al interactuar con la cipside proteica son capaces de estabilizarla mediante
interacciones electroestaticas. Cuando la presencia de iones disueltos es muy

grande se puede presentar el fendmeno opuesto que es la pérdida de la
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estabilidad (Snowden et al., 2020; Samandoulgou et al., 2015). Lo mismo ocurre
con las bacterias, cuando la concentracibn de iones presentes se incrementa
mucho, las bacterias pueden inactivarse por el elevado diferencial de carga entre
su interior y el ambiente externo (Snowden et al.,, 2020; Samandoulgou et al.,
2015). Para los norovirus la mayor estabilidad se ha observado sin la presencia de
solutos idnicos, y con la presencia de solutos i6nicos cuando la concentracion es
de 0.25 mM que es un valor que se puede encontrar en algunas frutas y hortalizas
(Samandoulgou et al., 2015; CDC, 2022).

I1.4.4 Efecto de las bacterias, los carbohidratos tipo HBGA y la composicion de los

aminodacidos de la capside proteica en la estabilidad de los norovirus.

Se observé que los norovirus incrementaron su estabilidad en espinaca al
incrementar la concentracion de BMA. Sin embargo, este comportamiento no fue
replicable en lechuga (Esseili et al., 2016; Almand et al., 2019). Paralelamente, se
investigaron los compuestos responsables de la adhesion de los norovirus a la
lechuga. Se sabe, que las hortalizas pueden contener hasta un 90% de
carbohidratos. Y los norovirus poseen receptores en sus partes externas que les
permiten unirse a carbohidratos presentes en la pared intestinal de los seres
humanos. Por lo anterior, se procedio a extraer el material de la pared celular de
las hojas de lechuga. El procedimiento general consistié en la desinfeccion de las
hojas de lechuga con 1000ppm de hipoclorito de sodio por 10 min, posteriormente
se enjuagaron con agua y se dejaron secar. Las hojas fueron congeladas con
nitrogeno liquido y tratadas con etanol, metanol y cloroformo. El filtrado final se
traté con acetona, se dej6 secar por aproximadamente 12h, y se almacené a 4°C
para realizar los tratamientos. El primer tratamiento consistio en calentar el
extracto a 100°C por 5 min con la finalidad de generar un dafio en la estructura de
las proteinas presentes. Se afiadieron particulas sintéticas tipo norovirus Gll.4
sintetizadas en un sistema de expresion de proteinas VP1 y VP2 de Baculovirus.

La variable respuesta fue el porcentaje de adherencia de los norovirus sintéticos al
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extracto de las hojas de lechuga previamente fijado a la superficie de una placa.
La medicion se realizé por inmunofluorescencia con anticuerpos especificos para
los norovirus sintéticos, que fueron obtenidos a partir del suero de cerdos de
Guinea. Se observd casi un 100% de adherencia de los norovirus sintéticos al
extracto de las hojas. Por lo que se concluy6é que otros compuestos diferentes a
las proteinas, eran los responsables de la adherencia de los norovirus sintéticos.
Por tal motivo, se trataron los extractos con peryodato de sodio con la finalidad de
oxidar a los carbohidratos presentes y se utilizd un control sin tratar. El resultado
obtenido fue que los extractos sometidos al procedimiento de oxidacion no
permitieron la adherencia de las particulas virales pero el extracto sin tratar
permiti6 casi el 100% de adherencia. Se concluyé que los cabohidratos
participaron activamente en la adherencia de los norovirus sintéticos. Sin
embargo, se desconocian los tipos de carbohidratos implicados. Para
caracterizarlos, utilizaron lectinas comerciales capaces de unirse a N-acetil
glucosamina, N-acetil galactosamina, acido sialico, fucosas, manosas y galactosas
gue estan presentes en los extractos de hoja de lechuga. Se bloquearon los sitios
de union y se afadieron los norovirus sintéticos, observando una reduccién en la
union superficial hasta en un 50%. Finalmente, se concluyd que los carbohidratos
evaluados fueron los principales reponsables de la adhesion de los norovirus a las
hojas de lechuga (Esseili et al., 2012). Desde otro angulo, se evalug el efecto de
algunos carbohidratos en la estabilidad de Poliovirus a diferentes factores de
estrés. Se determind que la celulosa, peptidoglicano, quitina, y N-acetil
glucosamina incrementaron la resistencia a un proceso de desinfeccién con cloro
a 100ppm (Robinson, et al., 2014). Por lo anterior, la pregunta que surgi6é fue,
¢cual es el papel de los carbohidratos tipo HBGA en la estabilidad de norovirus?, y
también, ¢cudl es el efecto combinando de los carbohidratos tipo HBGA, y otros
factores previamente mencionados, como la temperatura, pH, fuerza ionica y
concentracion de bacterias en la estabilidad de norovirus? Por otra parte, el efecto
de la composicion de los aminoacidos de la capside proteica en la estabilidad de

los norovirus no ha sido estudiado. Se sabe, que la estabilidad es conferida
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mediante las interacciones superficiales entre los amino&cidos de los norovirus y
los compuestos presentes en la superficie del alimento. Se ha observado un
incremento en la estabilidad de los norovirus en ambientes enriquecidos con
lipopolisacéaridos y carbohidratos, generando un cambio conformacional en la
capside proteica que previene la generacion de dafio irreversible en la particula
virica (Muller-Hermes et al., 2020; Moore y Jaykus, 2018). Adicionalmente, los
norovirus presentan una condicion de hipervariabilidad en su material genético,
que es causada por la baja fidelidad de la RdRp durante la replicacion, la
recombinacién genética y el reordenamiento de los segmentos del genoma. Esta
caracteristica de hipervariabilidad genética se presenta con mayor frecuencia en
virus que poseen la capacidad de replicarse de manera mas rapida, y se traduce
en cambios en ciertas secciones especificas de la capside proteica (Muller-
Hermes et al., 2020; Regoes, et al., 2013). Este fenbmeno se ha observado en
cepas de norovirus a humanos presentes en pacientes enfermos, donde la mayor
variabilidad se present6 en la regién VP1 de la capside proteica (Nilsson et al.,
2003; Beek et al., 2018). Dichos mecanismos les permiten librar el ataque de los
anticuerpos presentes en el cuerpo y generar nuevos brotes de enfermedad. La
cepa GIll.4 exhibe mayor variabilidad en comparacion con otras cepas de menor
prevalencia, lo que sugiere que la mayor diversidad en su material genético resulta
en una mayor capacidad para persistir en nuevos entornos principalmente por su
capacidad para generar nuevos procesos infecciosos (Nilsson et al., 2003; Beek et
al., 2018). Los estados conformacionales que puede adoptar la capside proteica
de los norovirus se definen como comprimidos y expandidos. Esta flexibilidad se
asocia directamente con la composicibn de aminoacidos de la céapside viral
(hidrofébicos, hidrofilicos, de cadena ramificada, aromaticos o de cadena lateral
corta), especificamente en sitios adaptativos (Hong y Smith, 2019). Para los
norovirus Gl y GlI el perfil de aminoéacidos, los cambios que experimentan en el
tiempo y su efecto en la estabilidad en los alimentos no se han caracterizado

profundamente. Por esta razén, es necesario comprender la tendencia evolutiva
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de los norovirus mediante el estudio de las mutaciones que ocurren en sitios

adaptativos de la capside proteica.

[1.4.5 Deteccion y cuantificacion de norovirus en frutas y hortalizas

En lo que respecta a los norovirus, en México no se cuenta con una
normatividad vigente para realizar su deteccion en alimentos (COFEPRIS, 2022).
Existen empresas internacionales que ofrecen protocolos normalizados para a
deteccion individual de los norovirus Gl y GIl en los alimentos. La técnica mas
utilizada es la de RT-qPCR (transcripcion reversa — reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real) que permite diferenciar entre los genotipos que se han
reportado como mas frecuentes en el mundo (Biomerieux, 2018). Se requieren
etapas de elusién y concentracién que son muy laboriosas y costosas (FDA, 2018;
NoroCORE, 2018). Los eluyentes mas comunes son glicina, amortiguador de
fosfatos adicionado de glicina o triptosa, 0 glicina mezclada con extracto de carne
y pectinasa. Para la etapa de concentracion se utiliza polietilenglicol,
ultracentrifugacion, filtros iénicos, particulas magnéticas, ultrafiltracién (D souza et
al., 2006; Morales-Rayas et. al., 2009; FDA, 2018; Hernandez et al., 2022). Mas
recientemente se ha propuesto la utilizacién de aptameros que son fragmentos de
cadenas simples de 70 a 100 nucleotidos que tienen zonas de elevada a afinidad
a la capside de los norovirus y permiten recuperar hasta 10-100 copias de ARN
viral (Escudero-Abarca et al., 2014; NoroCORE, 2018). La técnica de RT-gPCR
ademas tiene la particularidad que permite cuantificar la concentracién de
norovirus presentes en la muestra. Es la estrategia mas comdn en ensayos de
estabilidad en los alimentos por norovirus. En un estudio se cuantific6 mediante
RT-gPCR la persistencia de norovirus murino hasta por 50 dias a 22 °C en
semillas de germinado de alfalfa durante su almacenamiento y germinacion,
partiendo de una concentracion inicial fue de 6.46 Logi, UFP/g (Wang et al.,
2013). También, puede adaptarse para detecciones multiples de norovirus y otros

microorganismos patdgenos. En el 2011 se detectd mediante la técnica de RT-
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gPCR un incremento en el nUmero de casos de norovirus durante un brote por E.
coli enterohemorragica (ECEH) O104:H4 (Bernard et al., 2014). Como ya sea
mencionado, los individuos que han sido mas susceptibles en brotes suelen ser
personas mayores (Inns et al.,, 2020) y personal de hospitales y servicio
comunitario (Hofman et al., 2020). Y la ocurrencia simultanea con otros
microorganismos patdgenos es probable, principalmente si comparten el mismo
vehiculo de transmisién que puede ser el vomito o la materia fecal. Sin embargo,
para el caso de los norovirus no se encuentra bien determinado si existe alguna
asociacion con bacterias de relevancia sanitaria como las BMA, enterobacterias y
las bacterias entéricas patdogenas (Salmonella, Shigella y E. coli
enterohemorragica). Salmonella es el segundo patégeno mas frecuente en las
frutas y hortalizas (Cardamone et al., 2016; CDC, 2022). Las bacterias tanto Gram
+ como Gram — poseen carbohidratos en sus partes externas que permiten la
interaccion superficial con norovirus (Cuadro 1) (Ethelberg et al., 2010; Esseili et
al., 2016; Moore y Jaykus, 2018). Las bacterias Gram + promueven de mejor
forma la estabilidad de norovirus principalmente por el mayor contenido de

peptidoglicano (Budicini et al., 2022).

Cuadro 1. Reportes de interaccion entre bacterias y norovirus en agua y alimentos
(Moore y Jaykus, 2018).

Virus Bacteria Interaccioén

Enterobacter La infeccion de las células B por parte de

cloacae los norovirus es asistida por las bacterias.

2 E. coli y 1 E.|Incremento en la termorresistencia del
coli deficiente en | norovirus (2 E. coli) comparada con la E.
polisacaridos. coli deficiente en lipopolisacéaridos.

BMA en lechuga | A mayor concentracion de bacterias mayor

y espinaca. sobrevivencia.
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En Dinamarca, 11 brotes fueron causados por varios genotipos de norovirus
y E. coli enterotoxigénica (Ethelberg et al., 2010). En los Estados Unidos en el afio
2016, se determiné que el 77% del los brotes fueron causados por etiologia
individual, el 2% por etiologia multiple y el 21% por causas desconocidas (CDC,
2016). En casos de coinfeccion la concentracion de particulas virales y bacterias
patbgenas se incrementa considerablemente. Pueden liberarse al ambiente e
ingresar a los alimentos en concentraciones inusualmente elevadas, por lo que
existe la posibilidad de que los norovirus pudieran incrementar su estabilidad bajo

estas condiciones pero no existen estudios al respecto.

I1.4.6 Caracterizacidon de norovirus

Cada 2 a 4 afios surgen nuevas cepas de norovirus en el mundo, esto
debido a su elevada tasa de mutacion. Dentro del género norovirus se conocen 10
genogrupos (Gl - GX). Los genogrupos Gl, Gll, GIV, GVIIl y GIX afectan a las
personas, mientras que los genogrupos Glll, GV, GVI, GVII y GX se han asociado
con animales (Yilmaz et. al.,, 2011; Moore y Jaykus, 2018). Cada genogrupo se
subdivide en genotipos (figura 5) basado en la secuencia de aminoacidos de la
proteina principal VP1. La técnica de RT-gPCR y la secuenciacion son
herramientas ampliamente utilizadas para la genotipificacion de los norovirus
(Hansman et al., 2008; Biomerieux, 2018; NoroCORE, 2018; CDC, 2022). El
genoma de los norovirus esta constituido por una cadena simple de ARN con un
tamafio aproximado de 7642 nucleétidos, localizada en el interior de una cubierta
proteica sin envoltura. La region intergénica entre RdRp (ARN dependiente de
ARN polimerasa) y VP1 es la mas conservada en el genoma de los norovirus. La
amplificacion de dicha region, y posterior secuenciacion del amplicon, permiten
determinar el genogrupo y genotipo al que pertenece cada cepa detectada (Beuret
et al., 2000; Hansman et al., 2008; Moore et al., 2015; CDC, 2022). El analisis de
las secuencias suele realizarse con la herramienta Norovirus Genotyping Tool

version 2.0 (https://www.rivm.nl/mpf/typingtool/norovirus/). Adicionalmente se
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puede complementar con la herramienta BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=Dblastn&BLAST SPEC=Geo0BI
ast&PAGE _TYPE=BlastSearch) de NCBI (National Center for Biotechnology

Information). Es muy importante conocer cual es el genotipo mas frecuente en

México y contrastar con la incidencia de los genotipos en otros paises en funcion
de la estacionalidad, tipos de alimentos y la cantidad y el tipo de bacterias
presentes. Posteriormente se construyen los arboles filogéneticos con la

herramienta ClustalW (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) y se puede

analizar la presencia de cepas recombinantes (Simplot version 3.5.1) y la
evolucion en el tiempo. Finalmente, su modelamiento mediante la herramienta

PyMOL molecular graphics system (https://pymol.org/2/) permite modelar los

cambios estructurales y los tipos de interacciones con otros microorganismos.
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Figura 5. Arbol filogenético de los norovirus basado en su secuencia
completa de la proteina VP1 (Zheng et al., 2006)
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I1l. JUSTIFICACION

Los norovirus son la principal causa de enfermedad por consumo de
alimentos en el mundo. Las frutas y hortalizas destacan como uno de los
principales alimentos implicados en brotes por norovirus. Sabemos que los
norovirus al provenir de la materia fecal y el vomito de los humanos se encuentran
bien adaptados tanto a ambientes de pH acido como bésico. La temperatura de
refrigeracion, la elevada humedad y la ausencia o presencia de fuerza ionica en
una concentracion especifica que se puede encontrar en las frutas y hortalizas de
manera natural, contribuyen a la estabilidad de los norovirus. Adicionalmente, se
ha observado que los norovirus son capaces de interactuar superficialmente con
las bacterias. Las moléculas responsables de esta interaccion son los
carbohidratos tipo HBGA. Inicialmente se pensé que las bacterias eran
responsables de generar la estabilidad en los norovirus, sin embargo, este
fenémeno no fue reproducible en todos los alimentos evaluados. Por tal motivo, en
el presente proyecto se tiene como objetivo esclarecer la contribucion de las
bacterias y los carbohidratos tipo HBGA en la estabilidad de los norovirus en
alimentos de relevancia epidemiolégica. Con ello se generara el conocimiento
necesario para profundizar en las interacciones de las particulas virales con
bacterias y alimentos que permitird la construccidbn de nuevas estrategias de

control de norovirus en la produccién de frutas y hortalizas.
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IV. HIPOTESIS

La estabilidad de los norovirus en las frutas y hortalizas se favorece
mediante interacciones superficiales con carbohidratos similares a los HBGA,
presencia de solutos idnicos, mayor presencia de aminodcidos ramificados
aromaticos e hidrofilicos y menor presencia de aminoacidos de cadena lateral
corta, hidrofébicos y con capacidad de disminuir la estructura secundaria de las

proteinas de la capside de los norovirus.
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V. OBJETIVOS

V.1 General.

Determinar la ocurrencia, diversidad genética y estabilidad de los norovirus
en frutas y hortalizas seleccionadas.

V.2 Especificos.

eDeterminar la ocurrencia de los norovirus en cilantro, fresa, lechuga y
zarzamora en el municipio de Querétaro.

eEvaluar la asociacion de la concentracién de grupos indicadores y la
presencia de bacterias entéricas patdgenas en cilantro, fresa, lechuga y
zarzamora con la presencia de norovirus.

eDeterminar la diversidad genética de los norovirus detectados en las
muestras de cilantro, fresa, lechuga y zarzamora, y comparar con los
principales genotipos reportados en las bases de datos NoroNet, CalciNet,
Norovirus Typing Tool y NCBI.

eEvaluar la asociacion del perfil de aminoacidos de la capside proteica de
norovirus, virus de la hepatitis A, parvovirus y priones con su estabilidad.

eEvaluar el efecto de la temperatura, pH, concentracion de bacterias, la

fuerza ionica y la presencia de carbohidratos similares a los HBGA, en la
estabilidad de MNV-1 en fresa y lechuga.
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VI. METODOLOGIA
VI.1 Materiales
VI.1.1 Equipo

*Cuenta colonias, Quebec Reicher-Jung

xCamara de electroforesis, BioRad®, CHEF-DR-II®

+Espectrofotdmetro de luz ultravioleta, ConRalex® Mod. 1252-B

*Fuente de poder para electroforesis Amercham Pharmacia Biotech® EPS 301
*Homogeneizador Stomacher Laboratory Blender, Mod. 400 (BA 7021)
*Potenciometro, Jenway, 3510 pH Meter

*Refrigerador REVCO, Thermo Scientific

*Termociclador Tech-gene, Mod. 512

*Transiluminador Hoeffer, Mod. 115VAC

VI.1.2 Medios de cultivo

x*Agar sulfito bismuto (ASB), (BD Bioxon)

xAgar MacConkey (AM), (BD, Bioxon)

*Agar Xilosa Lactosa Desoxicolato (AXLD), (BD, Bioxon)
x*Agar soya tripticaseina (AST), (BD Bioxon)

*Caldo soya tripticaseina (CST), (BD, Bioxon)

*Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI), (Invitrogen)

VI.1.3 Reactivos

xAgarosa Ultrapura, Invitrogen

*Bromuro de etidio a 1 ppm

*Buffer de corrimiento 10x BlueJuice, Invitrogen
*Duodecil Sulfato de Sodio, SDS, BioRad
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*Marcador de peso molecular, DNA ladder 100pb Invitrogen
*PCR supermix, Quiagen
*Random primers Promega (C1181)

*TBE 1X amortiguador, Invitrogen

VI.1.4 Material bioldgico.

Las cepas fueron donadas por el Laboratorio de Salud Publica de

Michoacan. Se almacenaran a -20 °C en glicerol al 15%.

Cepas de Salmonella:

1.- Salmonella Saintpaul.

2.- Salmonella Give.

3.- Salmonella Virchow.

4.- Salmonella Typhimurium.
5.- Salmonella Hadar.

6.- Salmonella Oranienborg.
7.- Salmonella Rissen.

8.- Salmonella Oslo.

9.- Salmonella spp.

10.- Salmonella Muenchen.
11.- Salmonella Bareilly.
12.- Salmonella Tenessee.
13.- Salmonella Derby.

14.- Salmonella Cannstatt.
15.- Salmonella Agona.

16.- Salmonella Bovismorbificans.
17.- Salmonella Enteritidis.

18.- Salmonella Anatum.
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19.- Salmonella Enteritidis.

20.- Salmonella Muenchen.

Cepas de Shigella:

1.- Shigella sonnei.
2.- Shigella sonnei Il.
3.- Shigella flexneri.
4.- Shigella sonnei.
5.- Shigella sonnei.
6.- Shigella flexneri.
7.- Shigella flexneri.
8.- Shigella dysenteriae.
9.- Shigella flexneri.
10.- Shigella boydii.
11.- Shigella flexneri.
12.- Shigella boydii.
13.- Shigella sonnei.
14.- Shigella flexneri.
15.- Shigella spp.
16.- Shigella spp.
17.- Shigella sonnei.
18.- Shigella flexneri.
19.- Shigella boydii.
20.- Shigella spp.

Cepas de Escherichia coli enteropatégenas:

1.- Escherichia coli enterohemorragica.
2.- Escherichia coli O157:H7.
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3.- Escherichia coli enteropatdégena.
4.- Escherichia coli enteroinvasiva.
5.- Escherichia coli enteroadherente.
6.- Escherichia coli ATCC.

7.- Escherichia coli enterotoxigénica.

8.- Escherichia coli enteroagregativa.
Materiales para norovirus:

1.- Cepa de norovirus murino ATCC.
Linea celular RAW 264.7:

1.Linea celular RAW 264.7 (macrofagos de sangre de ratén) como medio

de propagacion de norovirus murino.
V1.2 Métodos

VI.2.1 Determinacion de la ocurrencia de los norovirus en cilantro, fresa, lechuga y

zarzamora, naturalmente contaminados del municipio de Querétaro.

Para la propagacion de los norovirus, se utilizé la linea celular RAW 264.7
y se incub6 a 37 °C y 5% de CO, por 48 h. Se cambié el medio RPMI cada 2 dias,
hasta que la superficie del frasco se volvié confluente (saturacién de células en un
80%). Se retiraron las células por raspado. Se almacenaron en viales a -20 °C por
una noche. Se transfirieron a ultracongelacion a -80 °C para largo almacenamiento
(Morales-Rayas et. al., 2009). A partir del cultivo de norovirus se realizaron
diluciones decimales (10° hasta 10° Logio UFP/mL) y se amplificé por la prueba de

RT - gPCR para obtener una curva de calibracion.
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Para la estandarizacién de la técnica de deteccion de norovirus se
pesaron 25 g de cada uno de los 4 tipos de alimentos y se adicion6 una cepa
subrogada (MNV-1) en una concentracion de 10 — 100 UFP y se dejo secar por 30
min en una campana de flujo laminar. Posteriormente se adicionaron 25 mL de
una solucién amortiguadora que contiene 50 mM de glicina, 100 mM de Tris 'y 3%
de extracto de carne (pH = 9.6) y 25 unidades de la pectinasa de Aspergillus niger.
Se procedi6 a la agitacion del alimento con la solucion amortiguadora de eluciéon
por 20 min a 1,500 rpm. Se recuper6 el volumen total y se centrifugd a 12,000
rpm/15 min. Se separé el sobrenadante del pellet. El pellet es la fase que contiene
a las bacterias y el sobrenadante es la fase que contiene a los norovirus. Se ajusté
el pH a 7 con una solucién amortiguadora de fosfatos y posteriormente se le
adiciond polietilenglicol y cloruro de sodio hasta alcanzar una concentracion del
8% y 1.75% respectivamente. Se agité a 100 rpm durante 60 min y posteriormente
se procedi6 a su centrifugacion a 12,000 rpm/15 min (Morales-Rayas et. al., 2009).
El ARN viral fue extraido y purificado mediante el RNAeasy mini kit de Qiagen
siguiendo las instrucciones del fabricante. La Unica modificacién es que durante la
etapa de lisis se calent6 la mezcla por a 56°C/10 min. EI ARN recuperado en agua
destilada estéril, se sometié a un proceso de transcripcion reversa mediante el kit
Omniscript RT de Qiagen utilizando la mezcla de random primers de la misma
marca. Se incubo6 a 37 °C/60 min y se almacené a -20°C. ElI ADNc sintetizado se
utilizé como molde para la detecciéon de los norovirus utilizando una mezcla de
PCR SYBR Green Jump Start de Sigma Aldrich. Los iniciadores fueron: F: 5"-CAC
GCC ACC GAT CTG TTC TG-3" y R: 5'-GCG CTG CGC CAT CAC TC-3'. Las
condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion a 94 °C/2 min,
posteriormente 35 ciclos a 94 °C/15 s, 60 °C/60 sy 72 °C/60s (Vega et al., 2011).
Para las muestras naturalmente contaminadas (sin inocular con MNV-1) se utilizd
la mezcla de iniciadores reportados en la literatura (Cuadro 2). Se evaluaron 200
muestras en total. 50 muestras de lechuga, 50 de zarzamora, 50 de fresa y 50 de

lechuga. Las condiciones de amplificacién fueron: desnaturalizacién a 94 °C/5 min,
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posteriormente 35 ciclos a 94 °C/60 s, 55 °C/60 s y 72 °C/60s (Kroneman et al.,

2011; Hernandez et al., 2022). El proceso general se muestra en la figura 6.

Cuadro 2. Descripcion de las secuencias de los iniciadores y utilizados para la

deteccién del Genotipo | y Il de norovirus (Kroneman et al., 2011)

Iniciadores Secuencia5” a 3’
Genotipo |
Cog 1F CGY TGG ATG CGN TTY CAT GA
Cog 1R CTT AGA CGC CAT CAT CATTYAC
Genotipo Il
Cog 2F CAR GARBCN ATG TTY AGR TGG ATG AG
Cog 2R TCG ACGCCATCTTCATTC ACA
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25 g de fruta/hortaliza en 28 mL de glicina pH = 9.6

A 4

Elucion 20 min/1,500 rpm

\ 4

Concentracion en 7mL de polietilenglicol 5X. La concentracion final 1X es de
(8%) y NaCl (1.75%). Se agité a 100 rpm/60 min

A 4

Extraccion y purificacion del ARN mediante el RNAeasy mini kit de Qiagen.

\ 4

Transcripcion reversa mediante el Omniscript RT de Qiagen

v

Electroforesis (100 V/1 h) para observar fragmentos amplificados durante la
transcripcion reversa por los random primers.

\4

Deteccion por RT-PCR y RT-gPCR.

v

Revelado con bromuro de etidio (20 min/1 ug/mL). Foto en el transiluminador
con lampara UV para productos amplificados por RT-PCR.

Figura 6. Esquema general para la deteccion de MNV-1 y norovirus Gl y GlI por
la técnica de RT-qPCR (Morales-Rayas et al., 2009; Hernandez et al., 2022).
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VI.2.2 Evaluacion de la concentraciéon de grupos indicadores y presencia de
bacterias entéricas patdgenas en cilantro, fresa, lechuga y zarzamora y

establecer si existe una asociacion con la presencia de norovirus.

VI.2.2.1 Cuantificacién de grupos indicadores en cilantro, fresa, lechuga y

Zarzamora.

Se pesaron 10 g de cilantro, fresa, lechuga y zarzamora y se adicionaron
90 mL de diluyente de peptona de caseina al 0.1% estéril. Se homogeneizaron en
stomacher a velocidad media por 2 min y se procedié a relizar 3 diluciones
decimales. De cada uno de los tubos de dilucion obtenidos para cada tipo de
alimento se inoculd 1 mL en placas de Petri y posteriormente se adicionaron 20
mL de agar cuenta estandar para la cuantificacién de BMA y agar bilis rojo violeta
adicionado de glucosa para la cuantificacion de enterobacterias (EB). Para la
determinacion de E. coli se utilizé la técnica del nUmero mas probable (NMP) y los
tubos positivos se confirmaron en agar eosina azul de metileno (L-EMB) y por las
pruebas bioquimicas IMVIC (indol, rojo de metilo, vogues porskauer y citrato)
(FDA, 2018).

VI.2.2.2 Deteccion de Salmonella, Shigella y E. coli enterohemorragica en cilantro,

fresa, lechuga y zarzamora.

Para la deteccién simultdnea se evaluaron los siguientes factores de
forma individual en cultivo puro. Se evaluaron 20 cepas de Salmonella, 20 cepas
de Shigella y 8 cepas de E. coli enterohemorragica. Como medio promotor del
desarrollo de los 3 tipos de bacterias se evaluaron caldo soya tripticaseina y agua
peptonada tamponada suplementada con 0.6% de extracto de levadura y 0.1% de
glucosa (CST y mAPT). Se evaluaron 2 concentraciones de los siguientes agentes
selectivos: novobiocina (N) (0.0555 ppm y 0.555 ppm), vancomicina (V) (0.8 ppm y
8 ppm) y verde brillante (GB) (0.02 ppm y 0.2 ppm). Las temperaturas de
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incubacion del preenriquecimiento fueron 35 y 41.5 °C. El estado fisiolégico fue
optimo y con estrés. El estrés se gener6 mediante secado por 2 h y desinfeccion a
200 ppm de cloro por 15 min. Se incubaron por 24 h y se realizo la cuantificacion.
El disefio fue factorial completamente aleatorizado. La variable respuesta fue la
poblacién maxima alcanzada que se cuantifico en agar soya tripticaseina (Lewis et

al., 2014; FDA, 2018). El procedimiento se realiz6 por triplicado en 2 ocasiones.

Para la evaluacion del desarrollo en las frutas y hortalizas se
seleccionaron 5 cepas de Salmonella, 5 de Shigella, y 5 de ECEH a partir de la
evaluacion anterior en cultivo puro. El criterio de seleccidn consistié en identificar
la cepa que alcanzé la mayor poblacion maxima, la cepa con menor poblacion
maxima y 3 cepas adicionales con un comportamiento intermedio (percentil 25, 50
y 75). Se pesaron 25 g de cada una de las frutas y hortalizas en 225 mL de APTm,
suplementado con los 3 agentes selectivos en su concentracion mas alta. Se
inoculé la mezcla de las bacterias de los 3 géneros patdgenos de manera
simultanea en una concentracion de 1-10 UFC. En cada una de las mezclas de las
bacterias un género fue resistente a 200 ppm de rifampicina y los otros 2 sin
resistencia para poderlos diferenciar (Wei et al., 1995; Stals et al.,, 2011). Se
incubaron a 41.5 °C/24 h y se cuantificd la poblacion méaxima alcanzada en agar
soya tripticaseina con 200 ppm de rifampicina (Wei et al., 1995; FDA, 2018). El

procedimiento se realizé por triplicado en 2 ocasiones.

Adicionalmente, se evalu6 el efecto de la solucion amortiguadora de
glicina (12,1 g de base Tris, 3,8 g de glicina, 10 g de extracto de carne diluido en 1
L de agua destilada, pH final de 9,5) en la viabilidad de las bacterias entéricas
patogenas ya que es el primer componente que entra en contacto con las frutas y
hortalizas para separar a los virus y las bacterias. Se distribuyeron 3 mL de la
solucion amortiguadora de glicina en tubos y se inocularon por separado con una
mezcla de 5 cepas de Salmonella, 5 de Shigella y 5 de ECEH previamente

sometidas a estrés (se inocularon 95-105 UFC). La mezcla se incub6 a 22 ° C/ 60
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min, y la poblacién de bacterias patégenas se cuantificé en AST (35 ° C/ 24 h). El
procedimiento se realizd por triplicado en 2 ocasiones.

Posteriormente, se disefiaron iniciadores especificos mediante el

programa Primer3plus (https://primer3plus.com/) para la deteccion mdltiple. Los

genes seleccionados de acuerdo al Bacteriological Analytical Manual de la Food
and Drug Administration (FDA) fueron: invA para Salmonella, ipaH para Shigella y
stxl y stx2 para ECEH. Para la parte de la estandarizacion de los iniciadores
previamente disefiados, se utilizd6 ADN extraido y purificado mediante un kit
comercial de Qiagen Food Sample Kit. Se evalu6 la concentracién del iniciador
como factor con 2 niveles (0.2 a 2 uyM) y la temperatura de alineamiento como
factor con un nivel (60 °C). Se utilizé la mezcla de PCR Multiplex de Qiagen
(Figura 7) (FDA, 2018). Para validar la especificidad de la técnica los productos de
PCR fueron secuenciados en el Langebio, Cinvestav, unidad Irapuato, México, y
las secuencias analizadas se enviaron a la base de datos del NCBI (National

Center for Biotechnology Information) para su registro.

Para el analisis de especificidad de los iniciadores se evaluaron 10 cepas
inclusivas y 20 cepas exclusivas. El objetivo es que no se confundan durante la
prueba de deteccién multiple (FDA, 2018). Para valorar la sensibilidad alcanzada
de la técnica se inocularon 1 - 10 UFC de la mezcla de 5 cepas de Salmonella,
Shigella y ECEH en 25 g de cada una de las frutas y hortalizas. Tanto para el
andlisis de especificidad y sensibilidad se sigui6é el procedimiento de la Figura 7
(FDA, 2018). Para la deteccion de las muestras naturalmente contaminadas se
utilizé el procedimiento estandarizado que se menciond previamente (Figura 7)
con la diferencia de no realizar el proceso de inoculacion al inicio del analisis. Se
evaluaron 200 muestras de las frutas y hortalizas naturalmente contaminadas. Los
resultados positivos se confirmaron por técnicas tradicionales del Bacterilogical
Analytical Manual de la FDA como estandar de referencia (FDA, 2018).

Adicionalmente se enviaron a secuenciar los productos de los resultados positivos.

32


https://primer3plus.com/

De igual forma, las secuencias analizadas se enviaron a la base de datos del
NCBI.

Activacion de las cepas.

v

Centrifugar 1mL (12,000 g/3 min) y resuspender en solucion salina (0.85%).

'

Tomar 1 mL de la etapa anterior e incubar en APTm/41.5 °C/24 h.

y

Extraccion y purificacion del ADN mediante el kit Food Sample de Qiagen.

v

Tomar 1 yL del ADN purificado y amplificar.

v

Electroforesis (100 volts / 90 min)

v

Revelado (20 min en bromuro de etidio a 1 pg / mL) y tomar foto en el
transiluminador con lampara UV.

Figura 7. Esquema general para la deteccion de bacterias entéricas patégenas
por la técnica de PCR a partir de cultivo puro e inoculadas en las frutas y
hortalizas (FDA, 2018).
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VI.2.3 Analisis comparativo del marco de lectura 2 de los norovirus detectados en
las muestras de cilantro, fresa, lechuga y zarzamora, con las secuencias
reportadas en las bases de datos NoroNet, CalciNet, Norovirus Typing
Tool y NCBI.

Los iniciadores utilizados para la amplificacién aparecen en el cuadro 3 y
nos permitieron determinar si los norovirus pertenecen al genogrupo (I o I). Para
determinar el genotipo de los norovirus se secuencié el producto de RT-gPCR
perteneciente al ORF2 mediante la metodologia Sanger dioxide en el Langebio,
Cinvestav, unidad Irapuato, México. La caracterizacion de los norovirus se realizé
analizando las secuencias en el programa Online Norovirus Genotyping Tool

version 2.0 (https://www.rivm.nl/mpf/typingtool/norovirus/). Se determin6é el

genogrupo y genotipo y se contruyeron arboles filogéneticos para determinar la
homologia de las secuencias con las cepas registradas en la base de datos
Norovirus typing tool. Posteriormente, se confirmé mediante la herramienta BLAST

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi) el genotipo de los  norovirus.

Adicionalmente, se realizaron alineamientos mediante el programa BioEdit version
7.0.5.3 y se construyeron arboles filogéneticos mediante el programa ClustalW
(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) para determinar la homologia de las

secuencias con las bases de datos del NCBI. Finalmente se compararon los
genotipos caracterizados en el presente proyecto con los genotipos mas
frecuentes en las bases de datos NoroNet y CalciNet y establecer si existen

similitudes o diferencias.
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VI.2.4 Determinacién mediante un analisis bioinformatico comparativo con otras
variantes de norovirus y otros virus transmisibles por alimentos el perfil de

aminoacidos asociado con una mayor estabilidad.

Se determinaron los amino&cidos para los que codifican las secuencias
mediante el programa MEGA-X. Se realizaron alineamientos y se compararon los
perfiles obtenidos con los de las bases de datos del NCBI para identificar
secciones de mayor variabilidad, y mutaciones sinénimas y no sinénimas. Se
identificaron las secciones de hipermutacién y el tipo de variantes reportados

como mas frecuentes.

En conjunto se analizaron secuencias de norovirus Gl.1, G1.3, Gll.4, el virus
de la hepatitis A, parvovirus y los priones. Los ultimos 3 tipos de virus se
incluyeron por su notable capacidad para persistir en el ambiente y resistir
tratamientos fisicos y quimicos. El criterio de andlisis consitio6 en determinar la
concentracion de aminoacidos hidrofilicos, hidrofobicos, ramificados, aromaticos,
de cadena lateral corta y con capacidad de afectar la estructura secundaria. Se
analizo el nivel de variacion de los tipos de aminoacidos para cada uno de los
géneros de los virus. Se consideraron los cambios que han experimentado las
particulas virales en el tiempo utilizando las secuencias de diferentes afios que se
encuentran reportadas en las bases de datos para cada uno de los géneros de los
virus. Finalmente, se realizd un analisis de relacion entre los perfiles de los virus y
la resistencia a diferentes factores de estrés reportados en la literatura. Se analizo
también la capacidad de interactuar con moléculas hidroéfilas, hidréfobas, iones

disueltos y los carbohidratos tipo HBGA presentes en los alimentos.
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VI.2.5 Evaluacién del efecto de la temperatura, pH, concentracién de bacterias, la
fuerza idnica y la presencia de carbohidratos similares a los HBGA, en la

estabilidad de MNV-1 en fresa y lechuga.

Se realizaron diluciones decimales de MNV-1 a partir de una
concentracion de 8 Logip UFP/mL. A partir del nUmero de ciclos requeridos para
ser detectada cada una de las diluciones decimales se realiz6 una regresion lineal.
La ecuacion de la recta se utilizd para determinar la concentracion de MNV-1 en
los diferentes tratamientos de esta seccion. Para la evaluacion in vitro de la
estabilidad de MNV-1 se inocularon 6 Logip UFP/10 pL de MNV-1 en 90 pL de
solucion amortiguadora de fosfatos. La estructura de tratamientos consisitio en dos
niveles de pH (3 y 8), 2 temperaturas (4 y 22 °C), y 1 nivel de fuerza iénica (0.25
M) de manera combinada. La diferencia consistio en la presencia de 2 factores
adicionales. EIl factor bacteria (5 Log UFC/mL) y el factor presencia de N-
acetilglucosamina (1%). El factor bacteria fue representado por una E. coli
0157:H7. El objetivo del modelo experimental fue esclarecer el efecto de las
bacterias y los carbohidratos tipo HBGA en la estabilidad de MNV-1. Es el primer
reporte donde se involucran todos estos factores de forma simultanea y se incluye
la presencia de una bacteria entérica patdégena de gran relevancia en brotes por
consumo de frutas y hortalizas. Se realizaron las cuantificaciones a los 30 miny 4
h para22°Cyalas 6y 24 hpara4 °C por RT-gPCR.

Posteriormente se evaluaron los mismos factores pero en la fresa y
lechuga con el objetivo de esclarecer el efecto real de las bacterias y los
carbohidratos tipo HBGA en la estabilidad de los norovirus en las frutas y
hortalizas. Se inoculé la misma concentracion de 6 Logiy UFP/100 uL en la
superficie de la fresa y la lechuga. Se almacenaron a 4 y 22 °C y se realizaron
cuantificaciones a las 4 y 24 h para 22 °Cy alas 24 y 72 h para 4 °C. La
cuantificacion de MNV-1 se realiz6 mediante RT-gPCR. Para la cuantificacion se

utilizé una mezcla Start Jump SYBR Green Sigma Aldrich y se sigui6 el protocolo
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de amplificaciéon de la seccién VI.2.1. Se incluyeron controles negativos con todos
los tratamientos sin inocular la particula viral y controles positivos donde solo se
adiciond la particula viral sin ser sometida a ningun tratamiento de evaluacion de
estabilidad tanto para el modelo in vitro como para la evaluacion en la fresa y
lechuga.
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VII. ANALISIS ESTADISTICO

En la seccion VI.2.2.2 se utilizd un disefio factorial completamente
aleatorizado, donde los factores fueron tipo de medio de cultivo con dos niveles,
tipo de agente selectivo con 4 niveles, y estado fisologico con 2 niveles. La
variable respuesta fue la poblacion méaxima alcanzada de las bacterias entéricas
patégenas. Se realiz6 una prueba de medias de Tukey. En la seccion VI.2.5 se
utilizé un disefo factorial completamente aleartorizado, donde los factores fueron
las bacterias con 2 niveles, la temperatura con 2 niveles, la fuerza iénica con 1
nivel y la presencia de carbohidratos tipo HBGA con 1 nivel. Se realiz6 una prueba
de medias de Tukey. Se exploraron interacciones entre las variables estudiadas.

38



VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

VIII.1 Evaluacion de medios de preenriquecimiento para el desarrollo simultaneo
de Escherichia coli enterohemorragica, Salmonella y Shigella en cilantro, fresa,

lechuga y zarzamora.

VIIl.1.1 Evaluacion de medios de preeriquecimiento para el desarrollo individual de
Escherichia coli enterohemorragica, Salmonella y Shigella en cultivo puro.

Las cepas de Salmonella, Shigella y ECEH se evaluaron de manera
individual en cultivo puro. Se evaluaron 2 medios de preenriquecimiento (CST y
APTm), 3 agentes selectivos (GB, V, N) en 2 niveles de concentracion (-1 y +1), 2
temperaturas de incubacion (35 °C y 41.5 °C) y 2 estados fisiolégicos (con y sin
exposicion a estrés previamente descrito en la seccion V1.2.2.2). Los medios de
preenriquecimiento como el CST y APTm contienen una alta concentracion de
nutrientes y se encuentran libres de agentes selectivos o inhibidores. Por lo tanto,
ambos medios son capaces de promover el desarrollo simultaneo de varios tipos
de microorganismos en las frutas y hortalizas (FDA, 2018). Esta etapa se conoce
como preenriquecimiento y tiene 2 objetivos principales. El primero es contribuir a
reparar el dafio de los microorganismos que se encuentren en un estado de estrés
fisiolégico reversible y el segundo es promover el desarrollo de los
microorganismos presentes a su maxima expresion (lbrahim y Fleet, 1985; Baylis
et al., 2000; Gehring et al., 2012; Margot et al., 2015). Los agentes selectivos se
adicionan a los medios de preenriqguecimiento con la finalidad de inhibir a la
microbiota presente en la muestra y promover el desarrollo del microorganismo de
interés (Baylis et al., 2000; Margot et al., 2015). El verde brillante, la novobiocina y
vancomicina inhiben con mayor intensidad a la microbiota Gram positiva que a la
Gram negativa (FDA, 2018). La temperatura de incubacion también puede ejercer
un efecto selectivo en el desarrollo de los microorganismos presentes en la
muestra. A 41.5 °C se favorece la velocidad de desarrollo de Salmonella, Shigella

y ECEH respecto a la mayoria de las bacterias mesdfilas aerobias (Zheng et al.,
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2013). Por lo anterior, la hipétesis de esta primera parte fue que la combinacién de
la temperatura, los agentes selectivos y la elevada disponibilidad de nutrientes,
serian capaces de promover el desarrollo simultdneo de Salmonella, Shigella y
ECEH a niveles mas altos que la microbiota presente en las frutas y hortalizas. En
el presente estudio, las cepas de Salmonella, Shigella y ECEH mostraron una gran
capacidad para desarrollar en todos los tratamientos evaluados. La poblacién
méxima alcanzada para las cepas de Salmonella (Figura 8) fue de 8.1 a 9.18 Logio
UFC/mL, concentracion suficiente para ser detectada por la técnica de PCR (3
Logio UFC/mL es la concentracion minima necesaria) (Margot et al., 2015). Para
Shigella (Figura 9) y ECEH (Figura 10) la poblacion méaxima alcanzada fue de 8.05
a 9.15y 8.15 a 9.37 Logip UFC/mL respectivamente. En otros estudios Salmonella
fue capaz de alcanzar 7.77+0.11 Logio UFC/mL al utilizar diferentes medios de
preenriquecimiento, entre ellos, el APT (Zheng et al., 2013). Para Salmonella,
Shigella y ECEH la mayor variabilidad se observo al utilizar verde brillante (GB) y
novobiocina (N) independientemente del nivel de concentracion alto (+1) o bajo (-
1) (p<0.05). Algunas cepas mostraron mayor capacidad para desarrollar en
presencia de los agentes selectivos, condicion que esperamos encontrar en
productos naturalmente contaminados. Para el caso de vancomicina (V) las cepas
responden de manera muy homogénea a la presencia de este agente selectivo
independientemente del tipo de microorganismo. La poblacién maxima alcanzada
fue menor para V que para GB y N, aunque en cualquier caso es suficiente para
ser detectados por la prueba de PCR. Posteriormente se evaluaron los agentes
selectivos en mezcla replicando las condiciones de temperatura y medios de
preenriquecimiento. La mezcla 1 (MIX-1) consisitid en V, Ny GB en su nivel bajo (-
1) y la mezcla 2 (MIX+1) consisiti6 en V, N, y GB en su nivel alto (+1). La
poblacibn maxima alcanzada para Salmonella fue de 7.8 a 8.65 Log;o UFC/mL,
para Shigella de 7.61 a 8.42 Logio UFC/mL y para ECEH de 7.42 a 8.77 LoQ1o
UFC/mL. No se observé diferencia significativa (p>0.05) en la poblacién maxima
alcanzada en las evaluaciones de los agentes selectivos en mezcla respecto a las

evaluaciones de los agentes selectivos en forma individual.
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Figura 10. Variabilidad de la poblacion maxima alcanzada de ECEH
modificando la temperatura (35 y 41.5 °C), medio de enriquecimiento (CST y
APTm) y los agentes selectivos (GB+1, GB-1, V+1, V-1, N+1, N-1) después de
24 horas de incubacion. GB: verde brillante, V: vancomicina, N: novobiocina,
+1: nivel alto, -1: nivel bajo.

La siguiente etapa consisti6 en replicar los mismos tratamientos
previamente realizados pero con las cepas sometidas a una condicién de estrés
(seccion VI.2.2.2). Las cepas naturalmente presentes en la superficie de las frutas
y hortalizas suelen estar expuestas a diversas condiciones de estrés. Y la
exposicidn a una condicion de estrés fisioldgico reversible suele alargar la fase de
adaptacion y el tiempo requerido para alcanzar la poblacion maxima (Margot et al.,
2015; FDA, 2018). Por lo tanto, el objetivo de esta evaluacién fue determinar el
efecto del estrés en el desarrollo simultaneo de Salmonella, Shigella y ECEH bajo
las condiciones de preenriquecimiento previamente seleccionadas. Se observo
que todas las cepas expuestas a la condicion de estrés mostraron una ligera
reduccion en su poblacion maxima alcanzada respecto a las cepas sin exposicion.
La poblacion maxima alcanzada para Salmonella fue de 7.15 a 7.98 Logio
UFC/mL, para Shigella de 6.95 a 7.64 Logio UFC/mL y para ECEH de 7.24 a 8.28
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Logio UFC/mL. En todos los casos la poblacion méxima fue suficiente para poder
ser detectada por la prueba de PCR. En otra evaluacion, Salmonella se expuso a
una condicion de estrés a 60 °C por 1.5y 2 min. Se utilizaron diferentes medios de
preenriquecimiento incluyendo el APT y Salmonella alcanz6 poblaciones maximas
entre 6 y 8 Logio UFC/mL (Zheng et al., 2013). Concentraciones similares a las
obtenidas en el presente proyecto. Por lo anterior, el tratamiento seleccionado
para el preenriquecimiento simultdneo de Salmonella, Shigella y ECEH en las

frutas y hortalizas fue utilizar el medio APTm, la temperatura de incubacion de

VIII.1.2 Evaluacion de medios de preenriguecimiento para el desarrollo simultaneo
de Salmonella, Shigella y ECEH en frutas y hortalizas.

Toda la experimentacion de la seccidén anterior se realiz6 de manera
individual. Para esta seccion se procedi6 a trabajar con una mezcla de 5 cepas de
Salmonella, Shigella y ECEH. Se seleccioné la cepa que alcanzé la mayor
poblacién maxima, la cepa que alcanz6 la menor poblacion maxima, y 3 cepas con
capacidad de desarrollo intermedio (percentil 25, 50 y 75). Estas 5 cepas se
expusieron a la condicién de estrés descrita en la seccidn VI.2.2.2. Posteriormente
se inocularon (1 - 10 UFC/alimento) en 25 g de cilantro, fresa, lechuga y
zarzamora. En cada una de las mezclas de las bacterias un género fue resistente
a 200 ppm de rifampicina y los otros 2 sin resistencia para poderlos diferenciar
(Wei et al., 1995; Stals et al., 2011). Se adicionaron 225 mL de APTm, los agentes
selectivos en mezcla en su nivel mas alto y se incubaron a 41.5 °C por 24 h. Se
cuantifico la concentracion de BMA como grupo representante de la microbiota en
las frutas y hortalizas. Para Salmonella (Figura 11) el desarrollo fue de 7.03 a 8.91
Logio UFC/mL, para Shigella (Figura 12) fue de 4.30 a 7.48 Logio UFC/mL y para
ECEH (Figura 13) fue de 6.40 a 8.78 Logio UFC/mL. Niveles lo suficientemente
altos para poder ser detectados por la prueba de PCR. Mas aun, superd la
poblacién maxima alcanzada por las BMA en todos los alimentos evaluados. La

combinacion de los agentes selectivos en conjunto con la temperatura es
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suficientemente efectiva para favorecer el desarrollo de las bacterias entéricas
patdgenas respecto a las BMA. De igual forma en otra investigacion, Salmonella
previamente sometida a estrés por calor incrementd su concentracion de 2 a 8
Logio UFC/mL en 10 h a 37 °C, aun con la presencia de microbiota competitiva
(Zheng et al., 2013). Por lo tanto, las condiciones seleccionadas para el
preenriquecimiento simultadneo de las bacterias entéricas patdgenas en las frutas y
hortalizas fue utilizar el APTm con los agentes selectivos en mezcla en su nivel de
alta concentracion y la temperatura de incubacion de 41.5 °C. Adicionalmente, se
evalué el efecto de la solucibn amortiguadora glicina en la reduccion de la
poblacion de las bacterias entéricas patdgenas. La solucion amortiguadora tiene
como objetivo retirar a los norovirus de las frutas y hortalizas para poder comenzar
con el proceso de preenriquecimiento de las bacterias entéricas patdégenas. La
solucién amortiguadora de glicina no generé ningun tipo de efecto inhibitorio en la
viabilidad de las bacterias entéricas patdgenas después de 60 min de exposicion.
Las poblaciones (UFC/mL) al inicio y término de la incubacion fueron 101.7 £+ 2.5y
92.3 =+ 3.2 para Salmonella, 96 + 1y 95.7 + 3.1 para Shigellay 100.7 + 2.5y 94.0 +
3.0 para ECEH. Por lo que su aplicacion como medio de elucion de los norovirus
en las frutas y hortalizas no comprometié la capacidad de desarrollo de las
bacterias entéricas patdégenas.
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Figura 11. Poblacion maxima alcanzada de Salmonella y BMA en cilantro
(O©), lechuga (L), fresa (F) y zarzamora (Z).
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Figura 12. Poblacion maxima alcanzada de Shigella y BMA en cilantro
(C), lechuga (L), fresa (F) y zarzamora (2).
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Figura 13. Poblacion maxima alcanzada de ECEH y BMA en cilantro
(C), lechuga (L), fresa (F) y zarzamora (2).

VIIl.2 Disefio, estandarizacion y validacion de iniciadores para la deteccion

multiple de Escherichia coli enterohemorragica, Salmonella y Shigella.

E. coli enterohemorragica, Salmonella y Shigella son las bacterias
entéricas patdégenas de mayor relevancia sanitaria en los alimentos (Kirk et al.,
2015; CDC, 2022). Su deteccion individual se encuentra bien documenta, sin
embargo, en la actualidad no existen metodologias eficientes y normalizadas
capaces de detectar de manera simultanea a los 3 tipos de bacterias en el mismo
alimento (Kim et al., 2009; FDA, 2018). La técnica de PCR (reaccion en cadena de
la polimerasa) es una de las herramientas mas utilizadas en el diagndéstico de la
presencia/ausencia de microorganismos patégenos en los alimentos. Sus
principales ventajas respecto a las metodologias tradicionales son el menor tiempo
para obtener un resultado presuntivo (menos de 24 h), la posibilidad de detectar
varios tipos de microorganismos en un mismo ensayo Yy la elevada especificidad

determinada por la amplificacibn de una o0 varias secuencias altamente
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conservadas en los microorganismos de interés. Para el presente proyecto se
seleccionaron secuencias de genes de virulencia altamente conservados en cada
uno de los géneros bacterianos: InvA (Salmonella), IpaH (Shigella), Stx1 y Stx2
(ECEH) (FDA, 2018). Para E. coli enterohemorragica se reunieron 28 secuencias,
para Salmonella se reunieron 16 secuencias y para Shigella 40 secuencias
distintas. Las secuencias se obtuvieron de la base de datos del NCBI. Se
alinearon mediante el programa Bioedit y Clustal Omega para identificar la zona
mas conservada para cada gene. Se elaboraron dendogramas con el objetivo de
conocer la variabilidad de la secuencia de cada gene (Figura 14, 15 y 16).
Posteriormente se selecciond la zona mas conservada (Figura 17) y se introdujo a
los programas Primer3Plus, NCBI Primer-Blast, Eurofins Genomics PCR Primer
Design Tool, Lasergene Sequence Builder Program, Interactive PCR Primer
Design, Primer Quest Tool, y AmplifX para disefar los iniciadores especificos
(NCBI, 2022; Barros et al., 2003; Rozen y Skaletsky, 2000). Los parametros que
se determinaron como significativos para el disefio de los iniciadores fueron los
siguientes: el tamafio del iniciador (18 a 24 pares de bases), el contenido de
Guanina y Citosina (G:C 40 a 60%), la temperatura de alineamiento (Tm: 60 £ 5
°C), la concentracion (0.2 a 2 uM), la complementariedad (intra e inter), el valor
absoluto de la energia libre de Gibbs (AG <9 kcal), la presencia de bases puricas
en los extremos 5 y 3", evitar la presencia de secuencias de 4 o mas bases
iguales repetidas, el tamafio del producto de amplificacion para ser diferenciado en
un gel de electroforesis (100 a 1000 pb), entre otros. Las secuencias finales
(Figura 18) se evaluaron mediante el programa Amplifx para determinar el tamafio
de los amplicones y la posible formacién de dimeros. La especificidad se evallo
mediante la herramiento Blast de la base de datos NCBI. Se determind la
especificidad contra 209, 775 y 348 secuencias de ECEH, Salmonella y Shigella
respectivamente. En todos los casos la especificidad in silico fue del 100%. Con
las secuencias finales de los iniciadores se procedié a evaluar la concentracién de
los iniciadores (0.2 a 1 uM) a una misma temperatura de alineamiento (60 °C)

compartida entre todos los iniciadores para realizar la amplificacion de manera
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multiple. Entre las 2 concentraciones de iniciadores no se observo diferencia por lo
qgue se selecciond 0.2 pM con el objetivo de eficientar recursos (Figura 19). El
tamarfio de los amplicones fue: InvA (190 pb), IpaH (407 pb), Stx1 (638 pb) y Stx2
(94 pb).

] 1 10A0A0TA_e1241768-1240754 010701
G| 00B15T1_cO15474-813646 0.001

] 110A0407_cTTEEAS-TTAAST 000173

] 1 10A0407_IEA1569-IEA3305 00006
E|AITTEAED_PESA5300-2557 135 000098

@l 74310614 _2A0A08E-PA0ETY 0.0007
ElAI5A261A_-AESAZA-BEA01Z 000212

G| 300B1571_2ET70457-2861283 0.00117

@l 344915202 _IRASATI-JEATACE 000044
@ AT TO07 | gl A Y 208436 1| 000528

il 1527 46| ga|MI2063. 1 |SHFIPAH 0.0004
GlAITTSIE2_TTAA0E- TEOESD 0.00227

] 1 10A0M0T_eIR0SI%2-2R03564 000133
@|A2542618_c2058695- 2054032 0.00030
@I TA310614_cTo5037-TO4174 0.00087

G| 344915207_cTAQETT-TAT14 0.00100

] 152751 |ga|MTE445 1|SHFIPAHT 0. 0RES4
@il 152750|ga|M7E444, 1 |SHFIPAHY 0.01164
| AXBOTOE || A Y I0AL40 1| 00583

@il 152743 | ga|M7E443, 1|SHFIPAHX -0.01865
| AXB0TOES| | A I0AL45 1| 0005

Bl ATETITEGbJAFILTIES 1] 000243

i 1 10A0A0TA_e1435064-1433429 000132
G| 344915202 _c1423779- 1422064 0O00AT1
ElAITTEAED_c1014404-10126A0 00027

@I TA510614_c1301846-1300133 0.00157
ElAME24407_190427-111671 001651
GlAITTEIE2_1816133-1817684 001006

i 1 1080407191854 1- 1800202 000062
@l 30081571_1887110-18E0670 000026
El344915202_1917922-1010873 000029
@la2542618_1E06780-1808511 000247

G| TAZ10614_c1347811-1348080 0.0013
GlAITTSAE2_Q0A00- 900380 -0 H0R2E
ElAISA261A_c1045083-1044520 0
G|A2542618_0B4407-058050 0

@I TAS10614_2IAILE0-2IR4 103 000108
110804074 _3055106-2056829 000167
i 1 10A0A0TA_F210800-322 1252 0O00ST
@l 300B15T1_2023205- 2024648 0.00041

Figura 14. Dendograma de similitud de las secuencias del gen
IpaH de Shigella (Clustal Omega).
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n‘ﬁ hnlh

gil4877346|dbj|AB012101.1] 0.35729
gi[32400298)dbj|AB0S3043.1] 0.10861
gil128147060|dbj|AB048235.1] 0.00086
gi|166033804|gb|EU273279.1] 0
gil128147057|dbj|AB048234.1] 0.0003
gi|18147048|dbj|AB048231.1| -0.0003
gil 16580701 |emb|AJ312232.1] -0.00016
gil15986376]emb|AJ314838.1] 0
gi|15986379)emb|AJ314839.1] 0
gil18147066|dbj|AB048237.1] 0.00317
gi[32400301|dbj|AB023044. 1] 0.00055
gi[108743116]|emb|AM230663.1] 0.00147
gil108743113/emb|AM230662.1] 0
gi|118201523|gb|EFOTE675 1] -0.00032
gil21636523|gb|AF461169.1] 0
0i[21636514|gb|AF461166.1] 0
gil255760578]gb|GQ429158.1] 0
gil255760575]gb|GQ429157.1] 0
gi|255760569|gb|GQ429155.1] 0
0i|402171505|gb|JX206444 1| 0.00237
gil12147051|dbj|AB048232.1] 0.00056
gi|189345241|gb|EUT00490.1] 0.00065
gi|21636520|gb|AF461168.1] 0
0il12249025/dbj|AB030485.1| 0
gil255760572]gb|GQ429156.1] 0
gil255760581|gb|GQ429159.1] 0
gil21636532|gb|AF461172.1] 0
gi|255760566]gb|GQ429154.1] 0.00076

Figura. 15. Dendograma de similitud de las secuencias del gene

Stx1 de E. coli enterohemorragica.

—1

0i[339998036_c2760047-2757990 0.07532
0i[16758993_c2892457-2390400 0
0i[29140543_c2873314-2876257 0
0i|56412276_c2854003-2852936 0.00024
0i[224581838_c2974363-2972311 0.00518
0i[1236876[gb|U43273.1|5GU43273 0.0012
0i[207855516_c2925117-2923060 -0.00017
0i[195241740_c3084854-3082797 0.0004
0i[205351346_c2915921-2913864 0.00041
0i[197247352_c2948983-2946926 0.00013
0i[154154|gb|M20346.1|STYINVA 0.00126
0i[379699217_c3063033-3060976 0
0i[378982542_c3063887-3061830 0
0i[194733902_c2947653-2945596 0.00334
0i[194447306_c3014971-3012914 0.00166
0i[194442203_c3016961-3014904 0.00125

Figura 16. Dendograma de similitud de las secuencias del
gene InvA de Salmonella (Clustal Omega)

49



e |
gi|1236B76 g
gi|154154 |gb
gi|16758993:
gi|56412276:
gi|29140543:
gi|224581838
gi|205351346
gi|207855516
gi|339998036
gi|379699217
gi|157247352
gi|154447306
gi|198241740
gi|1954733902
gi|154442203
gi|378982542

Figura 17.

ISIE

Fragmento del

e A
320 230 sS40 230

CTGEGATGGETATGCCCGETALRCAGATGAGTATTGATGCCGR
CrGGEATGGETATGCC GG TARACAGATGAGTATTGATGCCGA
CTGGATGGTATGCCCGETARRCAGATGAGTATTGATGCCGR
CTGEGATGGETATGCCCGETALRCAGATGAGTATTGATGCCGR
CrGGEATGGETATGCC GG TARACAGATGAGTATTGATGCCGA
CrGGEATGGETATGCC GG TARACAGATGAGTATTGATGCCGA
CTGGATGGTATGCCCGETARRCAGATGAGTATTGATGCCGR
CTGEGATGGETATGCCCGETALRCAGATGAGTATTGATGCCGR
CrGGEATGGETATGCC GG TARACAGATGAGTATTGATGCCGA
CTGGATGGTATGCCCGETARRCAGATGAGTATTGATGCCGR
CTGEGATGGETATGCCCGETALRCAGATGAGTATTGATGCCGR
CrGGEATGGETATGCC GG TARACAGATGAGTATTGATGCCGA
CTGGATGGTATGCCCGETARRCAGATGAGTATTGATGCCGR
CTGEGATGGETATGCCCGETALRCAGATGAGTATTGATGCCGR
CrGGEATGGETATGCC GG TARACAGATGAGTATTGATGCCGA

CTrGGATGGETATGCCCGETARARCAGRATGAGTATTGATGZCGR

alineamiento de diferentes

secuencias del gen InvA de Salmonella (Bioedit).

Left Primer 1: |:'|'irn|zr_= | A
Sequence: [CTGTGGCAAGAGCGATGTTA

Start: 524 Length: 20 bp Tm: 60.0°C GC: 50.0% ANY: 4.0
Right Primer 1:  [Primer_R |

Sequence: [CCTTCCCCAGTTCAACGTAA

Start: 681 Length: 20bp Tm- 600°C GC: 30.0% ANY: 30
Product Size: 158 bp Pair Any: 3.0 Pair End: 3.0

Left Primer 1:  [Primer_F | B
Sequence: [GTGCCGGTTTTATCGTGACT

Start: 734 Length: 20 bp Tm: 60.0°C GC: 50.0 % ANY: 4.0
Right Pimer 1:  [Primer_R |

Sequence: [CTCGCCTITGCTGEITTTAG

Start: 921 Length: 20 bp Tm: 60.0°C GC: 50.0 % ANY: 2.0
Product Size: 248 bp Pair Any: 2.0 Pair End: 2.0

(] LeftPrimer2: [Primer 1F | C
Sequence: [ccTacTaaTaoTTGACTGTA

Start: 32 Length: 20 bp Tm: 60.2°C GC: 55.0% ANY: 30
[ Right Primer2: [Primer_1_R |

Sequence: [ATACAGGTACTGGGGCATCG

Start: 224 Length: 20 bp Tm: 59.8 °C GC: 55.0% ANY: 40
Product Size: 193 bp Pair Any: 3.0 Pair End: 0.0

Figura 18. Secuencias de iniciadores propuestas por el
software Primer3Plus para E. coli enterohemorragica (A),
Salmonella (B) y Shigella (C).
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Figura 19. Amplificacion de los iniciadores para Salmonella
(Sal), Shigella (Shi) y ECEH (EC) de manera individual y
multiple (Mix). La imagen A contiene 1 uM y la imagen B
0.2 puM. La temperatura de alineamiento fue de 60 °C. El
marcador de peso molecular (MPM) es de 100 pb.

VIII.3 Evaluacion de la especificidad y sensibilidad de la técnica de deteccion
multiple de Salmonella, Shigella y ECEH en frutas y hortalizas.

Posterior al disefio y estandarizacion de los iniciadores se evalud la
especificidad que consiste en determinar la capacidad de los iniciadores para
detectar el microorganismo de interés y no amplificar otro tipo de microorganismo
(Figura 20). La sensibilidad de la técnica se definié como la capacidad de detectar
una concentracion minima de las bacterias entéricas patdgenas en los 4 tipos de
alimentos seleccionados. Para todos los casos se inoculé en cada uno de los 4
alimentos la mezcla de 5 cepas seleccionada en la seccién (VIII.1.2) en una
concentracion de 1 a 10 UFC por alimento. Finalizado el tiempo de incubacion se
tom6 1 mL de cada muestra y se procedid a la extraccion y purificacion del
material genético mediante el Kit de Qiagen Food Sample. Se realizé la prueba de
deteccion mudltiple y los resultados se muestran en la Figura 21. En otras
investigaciones ECEH fue detectada con una sensibilidad de 10 UFC en 25 g de

germinado de frijol en el 50% de los casos, la dificultad principal consistié en la
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presencia de altas concentraciones de microbiota (7 — 8 Logio UFC/mL) en las
muestras por lo que la sensibilidad alcanzada se encuentra beneficiada
notablemente por las condiciones de enriquecimiento selectivo (Margot et al.,
2015).

MPM12 3 4 56 67 8 910 111213141516 17181920 21 22 23242526

Figura 20. Evaluacién de la especificidad de los iniciadores de Shigella para el
gene IpaH. Se muestran 10 cepas exclusivas del género Salmonella y 6 de
ECEH. Las cepas 10 inclusivas fueron del género Shigella. MPM: 100 pb
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Figura 21. Deteccion de Salmonella,
Shigella y ECEH en cilantro (C),
fresa (F), lechuga (L) y zarzamora
(2). La temperatura de alineamiento
fue de 60°C y la concentracién de
los inicadores de 0.2 upyM. El
marcador de peso molecular (MPM)
es de 100 pb.

Hasta este punto la amplificacion de los 3 tipos de microorganismos se
logr6 con un 100% de especificidad y una sensibilidad de 1-10 UFC.
Posteriormente, se realizo la estandarizacién con la cepa de MNV-1 para realizar
la prueba de deteccibn multiple de los norovirus y las bacterias entéricas
patbgenas. Para esta parte se utilizé la metodologia reportada por la Comisién
Europea para el programa de monitoreo de norovirus. El procedimiento que utiliza
es el ISO / TS15216-1: 2013, que es un protocolo alternativo validado para
ISO16140. Sin embargo, estas metodologias solo se centran en la deteccion de
norovirus, que es una accion limitada para determinar la diversidad de
microorganismos patdégenos que podrian estar presentes de manera simultanea.

Por lo tanto, el objetivo principal para esta parte fue generar una técnica de
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deteccion multiple de PCR precisa y replicativa para norovirus y las bacterias
entéricas patégenas. Para ese propésito, la seleccidén del par de iniciadores para
la deteccion fue una etapa critica. La sensibilidad alcanzada por la técnica
desarrollada fue de 10-100 UFP para MNV-1 y 1-10 UFC para cada una de las
bacterias entéricas patdgenas, independientemente de la matriz alimentaria. Los
productos de PCR para Salmonella, Shigella y ECEH fueron 190 pb, 407 pb, 638
pb y 94 pb, respectivamente, y para norovirus 109 pb (Figura 22). Los productos
de PCR fueron secuenciados y los numeros de acceso son los siguientes:
MW768703 (InvA), MW422896 (IpaH), MW768704 (Stxl) y MW768705 (Stx2).
Aungue uno de los fragmentos de ECEH estaba demasiado cerca del producto de
MNV-1, el problema se resolvié utilizando 2.5% de geles de agarosa y realizando
la electroforesis a 50 V durante 90 min. Otros autores han logrado resultados
similares desarrollando PCR multiplex modificando la concentracién de agarosa, el
disefio del iniciador (FDA, 2018), los componentes en el volumen de reaccién final
y el tipo de colorante para detectar bajas concentraciones del producto de PCR
(Tsuji et al., 2018). El protocolo de la Comision Europea recomienda el uso del
mini kit QIAGEN RNEasy para extracciéon y purificacion de ARN, el kit de
transcripcion inversa OMNISCRIPT de QIAGEN y la mezcla PCR multiplex de
QIAGEN para la amplificacién. Siguiendo este protocolo, las muestras se diluyen
hasta 100 veces de la alicuota inicial (FDA, 2018; CDC, 2022). Eso implica que,
tedricamente, 100 UFP es la cantidad mas baja que la técnica puede detectar. El
limite de detecciébn de norovirus por RT-gPCR reportado en las curvas de
calibracién es de 10? copias de cADN / mL y los limites de deteccién son similares
a los reportados para los ensayos de deteccion de las bacterias (Arunrut et al.,
2018; FDA, 2018). Para este caso, modificamos el protocolo resuspendiendo el
ARN extraido en 10 pyL de agua libre de nucleasas en lugar de 30 o 50 pL, que
recomienda el kit QIAGEN. Luego tomamos 5 puL del ARN concentrado y la etapa
de transcripcion inversa se realiz6 en una reaccién de volumen final de 10 pL.
Para la amplificacién, tomamos 5 pL del cADN de norovirus (650 ng/uL), 3 pL del
ADN de las bacterias entéricas patdogenas (600 ng/uL), 2.5 pL para todos los
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iniciadores y 5 pL de PCR Qiagen Multiplex PCR Master Mix para alcanzar un
volumen final de reaccién de 15.5 L. En total, el protocolo modificado nos permite
detectar tedricamente tan solo 4 copias de ADN (en la practica, 40 copias de
ADN), lo que significa que es 25 veces mas sensible que el protocolo regular; con
la ventaja de que es capaz de detectar simultaneamente 1-10 UFC de Salmonella,
Shigella y ECEH desde la misma porcion de muestra, ahorrando tiempo y
reduciendo costos. Otras estrategias (MALDI-ToF-MS) han sido capaces de
detectar bacterias patégenas en 18 h, pero son pruebas individuales y no incluyen
agentes virales (Thouvenot et al., 2018). La cantidad de norovirus en productos
frescos suele ser muy baja (CDC, 2022), por lo tanto, es necesario mejorar de la

sensibilidad de las técnicas de deteccion.

M 3 4 5 6

Stxl

IpaH

InvA

MNV-1
Stx2

Figura 22. Deteccién de norovirus (MNV-1), Salmonella, Shigella y ECEH en
cilantro (3), lechuga (4), zarzamora (5) y fresa (6). La temperatura de
alineamiento fue de 60°C y la concentracion de los inicadores de 0.2 uM. El
marcador de peso molecular (MPM) es de 100 pb.
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VIIl.4 Deteccibn de MNV-1, Salmonella, Shigella y ECEH y cuantificaciéon de
bacterias mesdfilas aerobias, enterobacterias y E. coli en cilantro, fresa,

lechuga y zarzamora.

Se analizaron 50 muestras de cilantro, 50 de lechuga, 50 de zaramora, y
50 de fresa. Para las muestras de fresa se presentaron 2 pruebas positivas para
norovirus (4%) y 1 muestra positiva para ECEH (2%). La concentracion de E. coli
fue de <1.8 NMP/g para fresa, lechuga y zarzamora, y 3 NMP/g para cilantro. Para
las bacterias mesofilas aerobias la concentracion fue de 2.93 a 6.16 Log;o UFC/g y
para las enterobacterias fue de 1.39 a 4.58 Logip UFC/g en los 4 tipos de
alimentos (Cuadro 4). La fresa y la lechuga suelen consumirse en fresco por lo
gue no requieren tratamientos térmicos para su descontaminacion, y los procesos
de desinfeccion pueden no ser efectivos. Adicionalmente, se encuentran
expuestos al ambiente durante su crecimiento y suelen ser manipulados
poscosecha. Por lo que la presencia de norovirus y otros patdégenos es mas
probable que en alimentos sometidos a tratamientos de descontaminacién mas
intensos. En un estudio similar norovirus estuvo presente en 9.09% de las
muestras de verdolagas y en 16.66% de las muestras de perejil. Los
investigadores concluyeron que el uso de agua contaminada e inadeacuada
manipulacion de los alimentos, fueron componentes medulares en la
contaminacion de las muestras (Parada-Fabian et al., 2016). También, se ha
observado que norovirus puede persistir hasta por 10 dias en lechuga en
refrigeracion (Sanchez y Bosch, 2016; Mormann et al.,, 2010; Lamhoujeb et al.,
2008). En espinaca norovirus incrementd su estabilidad por la presencia de BMA
(Esseili et al., 2016; Almand et al., 2019). Por lo que norovirus tiene la capacidad
de mantenerse presente por un cierto tiempo en las frutas y hortalizas. En otro
estudio en el Reino Unido norovirus se encontrd presente en el 5.3% de las
muestras de lechuga, 2.3% en fresa y 3.6% en fresa congelada. El estudio dur6 13

meses, y se analizaron 1152 muestras en total. Por lo anterior, las frutas y
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hortalizas para consumo en fresco son un importante vehiculo de norovirus a

humanos en el mundo (Cook et al., 2019).

Cuadro 3. Concentracion de bacterias mesoéfilas aerobias (BMA), enterobacterias y

E. coli y presencia/ausencia de norovirus, Salmonella, Shigella y ECEH en cilantro,

lechuga, zarzamora y fresa.

Alimento BMA Enterobacterias | E. coli | Norovirus* | Salmonella | Shigella | ECEH
Loglo Loglo UFC/g NMP/g
UFC/g
Cilantro 5.67+0.49 | 4.3+0.28 <1.8 0/50 0/50 0/50 0/50
Lechuga 4.12+0.58 | 3.1+0.33 <1.8 0/50 0/50 0/50 1/50
Zarzamora | 3.18+0.25 | 1.8+0.41 <1.8 0/50 0/50 0/50 0/50
Fresa 4.22+0.72 | 2.14+0.30 3 2/50 0/50 0/50 0/50

*Muestras positivas/muestras negativas

VIII.5 Determinacion de la diversidad genética de los norovirus detectados en las

muestras de cilantro, fresa, lechuga y zarzamora, y su comparacion con los

principales genotipos reportados en las bases de datos NoroNet, CalciNet,

Norovirus Typing Tool y NCBI.

Los segmentos amplificados del marco de lectura 2 de las 2 cepas de

norovirus que fueron detectadas y recuperadas de fresa se procesaron mediante

el Kit DNA clean and concentrator Zymo Research de acuerdo a las indicaciones

del fabricante para purificar y concentrar el material genético de las particulas

virales. Brevemente, los productos de PCR se mezclaron con una solucion

amortiguadora de union para poder ser retenidos en la columna de filtracion.

Posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm/1 min. La columna se lavo en 2

ocasiones con la solucion amortiguadora de lavado y en cada ocasion se

centrifugd a 10,000 rpm/1 min. Finalmente, el material genético se retir6 mediante
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la solucion amortiguadora de elucién y se envidé en condiciones de congelacion
para ser secuenciado. La metodologia Sanger fue utilizada para la secuenciacion
del marco de lectura 2 de las particulas virales, mediante la plataforma AB3730
DNA analyzer, Thermo Fischer Scientific. El proceso fue realizado en el Langebio,
Cinvestav, unidad Irapuato, México. Las secuencias nucleotidicas fueron
analizadas mediante la herramienta BLAST

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y la herramienta Norovirus typing tool

(https://www.rivm.nl/mpf/typingtool/norovirus/). Los resultados se muestran en la
Figura 23, 24, para el Gl.1 y 25y 26 para el GI.3.

Description Scientific Name Common Taxid Max | Total Query
v - Name - Score Score Cover
- -

Norovirus Gl isolate HWES/2020/GI.1[P 1)/4036 Valencia nonstructural polyprotein, RdRp region._(ORF1) and VP1 (ORF2) genes . Norovirus Gl 122928 592 592 100%

Morovirus Glisolate BA81265 nonstructural polyprotein (ORF 1) gene _partial cds; and VP1 (ORF2) and VP2 (ORF3) genes, com... Norovirus Gl 122928 592 592 100%

Norovirus Gl isolate ESP20695 nonstructural polyprotein {ORF1) gene,_partial cds; and WP1 (ORF2) and VP2 (ORF3) genes, co... Norovirus Gl 122928 592 592 100%

Norovirus Gl isolate Hu/SP/2020/GI. 1[P1]/4023 Valencia nonstructural polyprotein, RdRp region, (ORF1) and VP1 (ORF2) genes... Norovirus Gl

122928 586 586 100%

Norovirus Gl isolate G19-003 nonstructural polyprotein (ORF1) gene, partial cds: VP1 (ORF2) gene, complete cds: and VP2 (OR ... Norovirus Gl 122928 586 586 100%

Norovirus Gl isolate SCD1044_1 nonstructural pelyprotein (ORF1)_ gene, partial cds; and VP1 (ORF2) and VP2 (ORF3) genes, c... Norovirus Gl 122528 586 586 100%

Norovirus Gl isolate G19-002 nonstructural polyprotein (ORF1) gene, partial cds: VP1 (ORF2) gene, complete cds: and VP2 (OR ... Norovirus Gl 122928 580 580 100%

Norovirus Gl isolate G19-001 nonstructural pelyprotein (ORF1) gene, partial cds; VP1 (ORF2) gene, complete cds; and VP2 (OR... Norovirus Gl 122928 580 580 100%

Norovirus Gl isolate 20171211_AS_06_GIL.P1_GI.1 nonstructural polyprotein, RARp region, (ORF1) and VP1 (ORF2) genes, parti . Norovirus Gl
Norovirus Glisolate 20180420 AME_03_GL.P1_GI.1 nonstructural polyprotein, RdRp region, (QRF1) and VP1 (ORF2) genes, p... Norovirus Gl

122928 577 577 99%

122928 577 577 99%

0000000000000 0Aa0

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Norovirus Gl isolate 20191213_AM_04_GIL 1 VP1 (ORF2) gene, partial cds Noravirus Gl 122928 571 571 94%
Norovirus Gl isolate CN-2019-22_1st_Gl.1 VP1 (ORF2) gene, partial cds Norovirus Gl 122928 569 569 95%
Norovirus Gl isolate CUHK-NS-2021 nonstructural polyprotein, RdRp region, (ORF1) and VP1 (ORF2) genes,_partial cds Noravirus Gl 122928 568 568 93%
Morovirus Gl isolate 20171103_AS_01_GI.1 VP1 (ORF2) gene,_partial cds Norovirus Gl 122928 566 566 94%
Norovirus Gl isolate 20180420 AME 04 Gl 1 VP1 (ORF2) gene, partial cds Norovirus Gl 122928 566 566 94%
Norovirus Gl isolate 20180221_AME_01_GI.1 VP1 (ORF2) gene. partial cds MNorovirus Gl 122528 566 566 94%
Norovirus Gl isolate 20171213_AME_03_GI 1 VP1 (ORF2) gene, partial cds Norovirus Gl 122928 566 566 94%
Norovirus Gl isolate 20171023_AME_01_GI.1 VP1 (ORF2) gene. partial cds MNorovirus Gl 122528 566 566 94%
Morovirus Gl isolate 20190430 DE_02_Gl 1 VP1 (ORF2) gene _partial cds Norovirus Gl 122928 566 566 94%
Norovirus Gl isolate 20181214_ASE_03_GI.1 VP1 (ORF2) gene,_partial cds Norovirus Gl 122928 566 566 94%

Figura 23. Porcentaje de similitud de la cepa 1 de norovirus proveniente de fresa
con las secuencias de la base de datos del NCBI.

Norovirus Genotyping Tool Results

You may bookmark this page to revisit results of this job (461574500) later.

Family | g agt
Name Length Genus e polymerase | capsid | Report genome
Genogroup
Caliciviridae - " =
HuNoV_GI.1 | 329 Norovirus 91.489365 Gl.1 Report =
Gl - .

Figura 24. Genaotipificacion de la cepa 1 de norovirus proveniente de fresa

mediante la herramienta Norovirus typing tool.
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Norovirus Gl isolate Hu/GL.3/TW2045/2805/TWN nonstructural polyprotein (ORF 1) and VP1 {(ORF2) genes, partial cds Norovirus Gl NA 122928 599 599 100%
Norovirus Gl isclate Hu/GL.3/TW2045/2804/TWN nenstructural polyprotein (ORF 1) and VP1 (ORF2) genes, partial cds Norovirus Gl NA 122928 599 599 100%
Norovirus Gl isolate Hu/GI.3/TW2045/201 N nonstructural polyprotein (ORF 1) and VP1 (ORF2) genes, partial cds Norovirus Gl NA 122928 599 599 100%
Norovirus Glisolate Hu/GI.3/TvW2010/2018/TWN nonstructural polyprotein (ORF 1) and VP1 (ORF2) genes, partial cds Norovirus Gl NA 122928 599 599 100%
Norovirus Gl isclate Hu/GL.3/TW2005/2018/TWN nenstructural polyprotein (ORF 1) and VP1 (ORF2) genes, partial cds Norovirus Gl NA 122928 599 599 100%
Norovirus Gl isolate Hw/GL3/TW1709/2018/TWN nonstructural polyprotein (ORF 1) and VP1 (ORF2) genes, partial cds Norovirus Gl NA 122928 599 599 100%
Norovirus Glisolate Hu/GL.3/TW1702/2018/TWN nonstructural polyprotein (ORF 1) and VP1 (ORF2) genes, partial cds Norovirus Gl NA 122928 599 599 100%
Norovirus Gl isclate Hu/GL.3/TW1504/2018/TWN nenstructural polyprotein (ORF 1) and VP1 (ORF2) genes, partial cds Norovirus Gl NA 122928 599 599 100%
Norovirus Gl isolate HW/GL3/TW0512/2018/TWN nonstructural polyprotein (ORF 1) and VP1 (ORF2) genes, partial cds Norovirus Gl NA 122928 599 599 100%
Norovirus Glisolate Hu/GL.3/TW0222/2018/TWN nonstructural polyprotein (ORF 1) and VP1 (ORF2) genes, partial cds Norovirus Gl NA 122928 599 599 100%
Norovirus Gl isclate Hu/GL3/TW0214/2018/TWN nenstructural polyprotein (ORF 1) and VP1 (ORF2) genes, partial cds Norovirus Gl NA 122928 599 599 100%
Norovirus Gl isolate Hw/GL3/TW2923/2016/TWN nonstructural polyprotein (ORF 1) and VP1 (ORF2) genes, partial cds Norovirus Gl NA 122928 599 599 100%
Norovirus Glisolate Hu/GI.3/TW2814/2016/TWN nonstructural polyprotein (ORF 1) and VP1 (ORF2) genes, partial cds Norovirus Gl NA 122928 599 599 100%
Norovirus Gl isclate Hu/GL.3/TW2812/2016/TWN nenstructural polyprotein (ORF 1) and VP1 (ORF2) genes, partial cds Norovirus Gl NA 122928 599 599 100%
Norovirus Gl isolate Hu/GL3/TW1512/2016/TWN nonstructural polyprotein (ORF 1) and VP1 (ORF2) genes, partial cds Norovirus Gl NA 122528 599 599 100%
Norovirus GL.3 Hu/Gl/JP/2015/GL3/F$114-2015 POL, VP1 genes for nonstructural polyprotein,_capsid protein VP1, partial cds Norovirus GL3 ~ NA 647516 599 599 100%
Norovirus GI.3 Hu/GI/JP/2015/GI 3/FE59-2015 POL _VP1 genes for nonstructural polyprotein, capsid protein VP1, partial cds Norovirus G13 ~ NA 647516 599 599 100%
Norovirus G133 Hu/Gl/JPf2015/GI 3/FE47-2015 POL _VP1 genes for nonstructural polyprotein, capsid protein VP1,_partial cds Norovirus G13 ~ NA 647516 599 599 100%
Norovirus GL.3 Hu/Gl/JP/2015/GL3/FE29-2015 POL VP1 genes for nonstructural polyprotein, capsid protein VP1,_partial cds Norovirus GL3 ~ NA 647516 599 599 100%
Norovirus G1.3 Hu/GI{JP/2015/GL3/FE2-2015 POL, VP1 genes for nenstructural polyprotein, capsid protein VP1, partial cds Norovirus G1L.3 ~ NA 647516 599 599 100%

Figura 25. Porcentaje de similitud de la cepa 2 de norovirus proveniente de fresa

con las secuencias de la base de datos del NCBI.

Norovirus Genotyping Tool Results

You may bookmark this page to revisit results of this job (672177774) later.

Family | g agt
Name Length Genus iy polymerase | capsid | Report genome
Genogroup
HuNoV_GL3 | 330 | Caliciviridae | 7 4a485 Gl3 | Report =
- Norovirus Gl

Figura 26. Genotipificacion de la cepa 2 de norovirus proveniente de fresa

mediante la herramienta Norovirus typing tool.

El andlisis de la cepa 1 mostr6 que es una variante del genogrupo | y
genotipo 1 (Gl.1). Para la cepa 2 el genogrupo también es el | pero el genotipo es
el 3 (GI.3). El genogrupo GlI genotipo 4 es el responsable del 70 - 80% de los
casos de enfermedad por consumo de alimentos en el mundo (Bae et al., 2011;
Moore et al., 2015; NoroNet, 2017). Otros genotipos frecuentes en el mundo son el
Gll.1, GI.2, GII.3, GII.5, GlI.6, GII.7, GII.8, GII.10, Gll.12, GII.13, GIl.14, GIl.15 y
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Gll.25. Los genotipos GII.P17 y GII.P16.GII.P2 se han vuelto predominantes
particularmente en algunas partes de Asia y Alemania respectivamente. (Bae et
al., 2011; De Graaf et al., 2015; Niendorf et al., 2017; Moore y Jaykus, 2018). El
genogrupo GI (GlL.1, GlL.2, GI.3, Gl.4, GlL5, GIl.6, GI.7 y GI.9) también es
responsable de casos de enfermedad por consumo de alimentos pero en una
proporcién mucho menor al genogrupo GllI (Calcinet 2017; NoroNet 2017). En un
estudio realizado en Estados Unidos del afio 2009 al 2015, se determind que las
variantes Gll.4 (52%), GII.6 (9%) and GI.3 (8%) fueron las principales en brotes de
enfermedad por consumo de alimentos (Marsh et al.,, 2018). La elevada
abundancia de las variantes del Gll es en parte por su alta capacidad infectiva
(Hasing et al., 2019). Esto implica que al tener gran capacidad de contagio, la
variante Gll.4, tiene mayor probabilidad de estar presente en un mayor niumero de
huéspedes y ser liberada al ambiente en mayor proporcion que la variante Gl.
Aunque este fendmeno se encuentra reportado, la participacion de otros factores
como la capacidad de permanecer por largos periodos en una superficie 0
alimento puede ser otro factor de relevancia. Existen estudios sobre la estabilidad
de norovirus en superficies y alimentos, pero recientemente se han descubierto
nuevos factores que podrian modular este fendmeno y no han sido estudiados con
profundidad. (Almand et al., 2019; Samandoulgou et al., 2015). Los carbohidratos
tipo HBGA podrian contribuir a la estabilidad de los norovirus. La estabilidad de
los norovirus depende de la rigidez de la capside proteica, que se encuentra
codificada en el genoma del virus. Por este motivo, inicialmente se generaron
arboles filogenéticos con la intencién de comparar la secuencia nucleotidica de los
norovirus Gl.1 y GI.3 con la de otros norovirus del mismo genogrupo y genotipo
presentes en las bases de datos y determinar si existen grandes diferencias
(Figura 27 y 28). En ambos casos se observo una alta variabilidad entre las cepas,
siendo mas cercanas solamente a una variante en cada caso. Por lo que es
necesario realizar un analisis mas profundo de los cambios que experimentan los
norovirus con el objetivo de determinar su efecto en la estabilidad de los

alimentos. Adicionalmente, la variacion estacional advierte una mayor incidencia
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en los meses de enero a junio y octubre a diciembre en Europa. De enero a
febrero y mayo a diciembre en Africa. Todo el aflo en Asia, principalmente en los
meses de septiembre a diciembre, incluyendo enero y febrero. Y de enero a
diciembre en Australia principalmente en los meses de enero y febrero y
septiembre a diciembre (NoroNet, 2017). La incidencia es por tanto mas frecuente

en los meses de frio.

HuNoV GI.1
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— |5|ABC3S7T4
| 5|AJ2TTE14
4{ I5|AF41 4408
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| EAJ2T7615
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L |.6|aF538678
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Figura 27. Dendograma de similitud de la cepa GIl.1 de norovirus proveniente de

fresa con las secuencias de la base de datos del Norovirus typing tool.
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Figura 28. Dendograma de similitud de la cepa GI.3 de norovirus proveniente de

fresa con las secuencias de la base de datos del Norovirus typing tool.

Finalmente, las secuencias fueron registradas en la base de datos del
NCBI. Los numeros de acceso son: MZ224458 y MZ227012 para la variante Gl.1 y
GI.3 respectivamente. Las secuencias se muestran en la figura 29y 30 para Gl.1y
GIl.3. En nuestro conocimiento, este es el primer trabajo que se realiza sobre

deteccion de norovirus en fresa en Querétaro, México.
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Norovirus Gl isolate OHH1 nonstructural polyprotein (ORF1) and VP1 (ORF2)
genes, partial cds

GenBank: MZ224458 1
FASTA  Graphics

Go to: [v)

LOCUS MZ224458 329 bp RNA linear VRL 23-MAY-2021
DEFINITION Morovirus GI isolate OHH1 nonstructural polyprotein (ORF1) and VP1
(ORF2) genes, partial cds.
ACCESSION  MZ224458
VERSION MZ224458.1
KEYWORDS .
SOURCE Morovirus GI
ORGANISM Norovirus GI
Viruses; Riboviria; Orthornavirae; Pisuviricota; Pisoniviricetes;
Picornavirales; Caliciviridae; Norovirus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 329)
AUTHORS  Hernandez,0. and Medrano,S.M.
TITLE Multiple Detection of Human Norovirus, Salmonella spp., Shigella
spp., and Shiga toxin Producing Escherichia coli from Fresh Produce
JOURNAL  Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 329)
AUTHORS  Hernandez,0. and Medrano,S.M.
TITLE Direct Submissicn
JOURMNAL  Submitted (18-MAY-2221) FOOD MICROBIOLOGY, University of Queretaro,
CERRO DE LAS CAMPANAS S/N CENTRO UNIVERSITARIO, QUERETARO,
QUERETARO DE ARTEAGA 76019, Mexico
COMMENT #3Assembly-Data-STARTS#
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END#2
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..329
/organism="Norovirus GI"
/mol_type="genomic RNA"
/isolate="0HH1"
/host="strawberry"
/db_xref="taxon:122928"
/country="Mexico: Queretaro”
/collection_date="01-Oct-2020"
/collected_by="Omar Hernandez"

gene <1..32
/gene="0RF1"

cos <1..32
/gene="0RF1"

/codon_start=3
/product="nonstructural polyprotein"
/protein_id="QvK82878.1"
/translation="PEFVNDDGV"
16..>329
/gene="0RF2"
s 16..>329
/gene="0RF2"
/note="major capsid protein”
/fcodon_start=1
/product="vP1"
/protein_id="QvK82079.1"
/translation="MMMASKDATSNVDGASGAGQLVPEANTSDPLAMDPVAGSSTAVA
TAGQVNPIDPWI INNFVQAPQGEFTISPNNTPGDVLFDLSLGPHLNPFLLHLSQMYNG
WG”

ORIGIN
1 tgeccgaatt cgtasatgat gatggcgtct aaggacgcta cgtcasacgt ggatggegec
61 agcggcgctg gtcagttggt accggaggct aatacttctg acccccttge aatggatcct
121 gtagcggegtt cttcgacage ggttgegact getggacaag taaaccccat tgatccttgg
181 ataattaaca attttgtgca agctccccaa ggggasttta caatctcccc aaataatacc
241 cccggtgatg ttttatttga tctgagttta ggtccccate ttaacccctt cttgctacat
301 ctgtcacaaa tgtacaatgg ctgggtteg

Figura 29. Secuencia FASTA de la proteina VP1 del ORF2 de norovirus Gl.1.
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Norovirus Gl isolate OHH2 nonstructural polyprotein, RdRp region, (ORF1) and
VP1 (ORF2) genes, partial cds

GenBank: MZ227012.1
FASTA Graphics

Goto: ™

Locus MZ227012 330 bp RNA linear VRL 23-MAY-2021
DEFINITION Norovirus GI isolate OHH2 nonstructural polyprotein, RdRp region,
(ORF1) and VP1 (ORF2) genes, partial cds.
ACCESSION  MZ227012
VERSION MZ227012.1
KEYWORDS 5
SOURCE Norovirus GI
ORGANISM Norovirus GI
Viruses; Riboviria; Orthornavirae; Pisuviricota; Pisoniviricetes;
Picornavirales; Caliciviridae; Norovirus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 33@)
AUTHORS  Hernandez,0. and Medrano,S.M.
TITLE Multiple Detection of Human Norovirus, Salmonella spp., Shigella
spp., and Shiga toxin Producing Escherichia coli from Fresh Produce
JOURNAL  Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 330)
AUTHORS  Hernandez,0. and Medrano,S.M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (18-MAY-2821) FOOD MICROBIOLOGY, University of Queretaro,
CERRO DE LAS CAMPANAS S/N CENTRO UNIVERSITARIO, QUERETARO,
QUERETARO DE ARTEAGA 76019, Mexico
COMMENT #3Assembly-Data-STARTS#
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
#2Assembly-Data-ENDE2
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..33e
/organism="Norovirus GI"
/mol_type="genomic RNA"
/isolate="0HH2"
/host="strawberry"
/db_xref="taxon:122928"
/country="Mexico: Queretaro”
/collection_date="01-Oct-2020"
/collected_by="Omar Hernandez"

/note="genotype: GI.3"

gene <1..33
/gene="ORF1"
€os <1..33

/gene="0RF1"

/codon_start=1

/product="nonstructural polyprotein"

/protein_id="QVL01094.1"

/translation="LPDYVNDDGV"
mat_peptide <1..30

/gene="0ORF1"
/product="RdRp"

gene 17..>330
/gene="0RF2"
<os 17..>330

/gene="0RF2"
/note="major capsid protein"
/codon_start=1
/product="VP1"
/protein_id="QVL91095.1"
/translation="MMASKDAPTNMDGTSGAGQLVPEANTAEPISMEPVAGAATAAA
TAGQVNMIDPWIMNNYLQAPQGEFTISPNNTPGDILFDLQLGPHLNPFLSHLAQMYNG
WG

ORIGIN

=

ctgcccgatt atgtaaatga tgatggegtc taaggacgee ccaacazaca tggatggeac

61 cagtggtgcc ggccagetgg taccagagge aaatacagct gagcctatat caatggagec
121 cgtggetgge geagcaacag ctgecgetac tgetggecaa gttaatatga ttgacccctg
181 gataatgaac aattatctac aggcccccca aggtgaattt accatatcge ctaataacac
241 accaggtgat attttgtttg atttacaatt aggcccccac cttaaccctt tcttatctca
301 tttggcccaa atgtataatg gttggetteg

1

Figura 30. Secuencia FASTA de la proteina VP1 del ORF2 de norovirus Gl.3.
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VIII.6 Determinacion del perfil de amino&cidos de la capside proteica de norovirus,
virus de la hepatitis A, y parvovirus y establecer si existe alguna asociacion

con su estabilidad en las frutas y hortalizas.

Como se menciond previamente los norovirus detectados en el presente
proyecto (Gl.1 y GI.3) muestran una enorme variabilidad respecto a los norovirus
reportados en la base de datos del NCBI y Norovirus typing tool. Los norovirus
experimentan grandes cambios en su material genético por diversas razones. La
baja fidelidad de la polimerasa RdRp, recombinacion de varias variantes del
mismo virus, reagrupamiento del material genético, la velocidad de replicacion y
las caracteristicas del huésped, entre otros (Nilsson et al., 2003; Regoes et al.,
2013). La mayoria de los cambios se acumulan en el segmento ORF2,
particularmente, la regién que codifica para la proteina VP1 (Hong y Smith, 2019).
La proteina VP1 es la regién mas externa de la capside proteica que le permite a
los norovirus establecer el proceso de infeccion a través de la union a
carbohidratos presentes en las bacterias comensales y la superficie de la pared
intestinal. Adicionalmente, le permiten evadir la respuesta inmune del cuerpo
humano (Green, 2020; Donaldson et al., 2010). La variante Gll.4 es el genotipo
con la mayor capacidad de cambio genético. También, es la cepa mas frecuente
en el mundo. Por lo que se sugiere que la mayor diversidad genética resulta en
una mayor capacidad para persistir en nuevos ambientes. Mas aun, se ha
observado la presencia de mutaciones no sinénimas en la regiébn mas externa de
la proteina VP1, lo cual indica que estos cambios pueden presentarse con el
objetivo de evadir la respuesta inmune (Bull et al., 2010). Desde otro angulo, estos
cambios también pueden afectar la estabilidad de los norovirus en las frutas y
hortalizas. Para intentar establecer una relacién entre el perfil de aminoacidos y la
estabilidad de los norovirus en las frutas y hortalizas se procedié a traducir la
secuencia nucleotidica que codifica para la proteina VP1 mediante el software
MEGA-X (Figura 31). Para el analisis se consideraron 6 grupos de aminodacidos:

hidrofobico, hidrofilico, con cadena lateral corta, con ruptura de la cadena
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secundaria, ramificado y ramificado con anillo aromatico (Snowden et al., 2020).
Se determiné la abundancia de cada uno de los grupos de aminoacidos con el
objetivo de conocer su capacidad de interactuar con moléculas polares, no
polares, su flexibilidad y rigidez y la capacidad de polarizarse negativa y
positivamente (Smith y Smith, 2019; Snowden et al., 2020). Primarimente se
compararon los perfiles de los norovirus aislados en el presente proyecto (Gl.1,
GI.3) con los norovirus reportados en las bases de datos del NCBI. Se incluyo al
Gll.4 como perfil de referencia al ser la variante mas frecuente en todo el mundo
(Cuadro 4). Las variantes GI.3 y GIl.4 cuentan con mayor proporcion de
aminoacidos hidrofilicos que las variantes Gl.1, lo que les permite interactuar con
el agua mediante puentes de hidrégeno que contribuyen a la estabilidad de la
particula viral. La proporcién de aminacidos hidrofébicos es menor en la variante
Gll.4. Al ser la variante mas frecuente en todo el mundo, la presencia de
aminoécidos hidrofobicos podria indicar una menor estabilidad en los alimentos
(Snowden et al., 2020). Particularmente las frutas y hortalizas, cuya actividad de
agua suele ser elevada. Los aminoacidos ramificados, particularmente con anillos
aromaticos son estructuras quimicamente estables, por lo que su presencia se
puede asociar con una mayor rigidez de la cipside proteica (Cao et al., 2022). El
genotipo Gll.4 cuenta con la mayor proporcién de este tipo de aminoacidos. Y
finalmente, los aminoacidos de cadena corta y ruptura de la cadena secundaria,
confieren flexibilidad y un ordenamiento de la estructura proteica mas desdoblado.
La variante Gll.4 posee la menor proporcion en ambos tipos de aminoacidos, que
guimicamente disminuyen la estabilidad de las proteinas que constituyen (Cao et
al., 2022). Aunque en términos generales la proporcion de aminoacidos entre los
genotipos de norovirus evaluados no parece ser tan fuerte, es la mayor presencia
de aminoacidos ramificados con anillos aromaticos y la menor presencia de
aminoacidos de cadena lateral corta o no ramificados lo que le permite a la
variante Gll.4 persistir de mejor forma en el ambiente y las frutas y hortalizas
(Smith y Smith, 2019; Snowden et al., 2020). Es importante mencionar que en

otros tipos de virus el comportamiento sigue la misma tendencia.
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Nucledtidos

. Norovirus_GL ORF_2 RCC C C
. Norovirs_GLVP1_¢ cC C
. Norovirus_GL1_VP1_JRRC C
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1. Norovirus_GL3_VP1_CCCC
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¢ cATGcccBAGece c cceccec c ¢ ce
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Figura 31. Fragmento de la traduccién de la secuencia nucleotidica de los
norovirus Gl.1 y Gl.3 y su alineamiento mediante el software MEGA-X.

Cuadro 4. Perfil de amino&cidos de norovirus a humanos aislados en el presente

proyecto y recuperados de la base de datos del NCBI.

Porcentaje de aminoacidos de norovirus

Fuente Aislado en el presente Base de datos del NCBI
proyecto
Numero de | GenBank: | GenBank: | GenBank: GenBank: GeneBank:
acceso del | MZ224458 | MZ227012 | AO095025.1 | AZJ17766.1 | AIV43156.2
NCBI.
Genotipo Gl.1 (%) G1.3 (%) Gl.1 (%) G1.3 (%) Gll.4 (%)
Hidrofilico 43.15 44.36 43.77 45.77 45.74
Hidrofobico 58.73 58.14 59.43 58.46 57.03
Ramificado 29.44 28.75 30.75 28.68 30.37
Ramificado 8.48 8.67 8.30 8.64 9.81
con anillo
aromatico
Cadena 9.19 8.70 9.25 8.64 7.22
lateral corta
Ruptura de 9.92 9.73 9.81 9.74 9.81
la cadena
secundaria
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El virus de la hepatitis A, el parvovirus y los priones, son ejemplos de virus
con una gran capacidad para resistir diferentes agentes quimicos fisicos. Muestran
una mayor resistencia que los norovirus practicamente a todos los tratamientos a
los que suelen ser sometidos las frutas y hortalizas, exceptuando la congelaciéon
(CDC, 2022). Por lo anterior se procedié a comparar el perfil de aminoacidos de
los norovirus a humanos con otros perfiles de otros virus con elevada resitencia a
agentes fisicos y quimicos (Cuadro 5). La resistencia mas alta reportada en la
literatura es para los priones > hepatitis A > parvovirus > norovirus (CDC, 2022).
Se observdé que la proporcibn de aminoacidos hidrofilicos sigue la siguiente
tendencia: priones > hepatitis A > parvovirus > norovirus. Y la presencia de
aminodacidos hidrofébicos practicamente la tendencia opuesta: priones y hepatitis
A < parvovirus < norovirus. Se repite la misma tendencia de una elevada
proporcion de aminacidos hidrofilicos esta relacionada con una mayor estabilidad.
La presencia de aminoacidos ramificados no parece generar una gran influencia
en la estabilidad, debido a que norovirus cuenta con la mayor proporcion, seguido
de hepatitis A, los priones y parvovirus (Smith y Smith, 2019; Snowden et al.,
2020). En el caso de los aminoacidos ramificados con la presencia de anillos
aromaticos la mayor proporcion se observéd en hepatitis A, seguido de parvovirus,
los priones y norovirus. Como ya se mencion0 antes, la presencia de anillos
aromaticos implica una mayor estabilidad que las cadenas lineales (Smith y Smith,
2019; Snowden et al., 2020). La presencia de aminoacidos de cadena lateral corta
que generan flexibilidad en la capside proteica fue menor en hepatitis A, seguido
de norovirus, los priones y parvovirus. De la misma forma que los aminoacidos
ramificados no parece tener un efecto tan intenso como los aminoacidos que
generan ruptura en la cadena secundaria. En este caso la menor proporcién es de
los priones, considerablemente distante a los norovirus e incluso parvovirus. La
diferencia con hepatitis A es menor. El efecto de la ruptura de la cadena
secundaria es el desenrollamiento, que disminuye directamente la resistencia de la
estructura proteica. A mayor plegamiento, mayor orden en la estructura proteica y

mayor estabilidad. De esta forma las estructuras superenrolladas como la terciaria
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y cuaternaria son las mas estables (Snowden et al., 2020). La baja presencia de

aminoécidos que interrumpan la estructura secundaria e hidrofobicos, y la elevada

concentracion de aminoacidos hidrofilicos y de cadena lateral ramificada

principalmente con anillos aromaticos, confiere la mayor estabilidad en los virus.
(Smith y Smith, 2019).

Cuadro 5. Comparativa del perfil de amino&cidos de norovirus Gll.4, parvovirus,

priones y el virus de la hepatitis A.

Porcentaje de aminoacidos de norovirus Gll.4, parvovirus y el virus de la hepatitis

A.
Numero de GeneBank: GeneBank: GeneBank: GeneBank:
acceso del AlV43156.2 2MV9_A ACD74579.1 | QYV98109.1
NCBI.
Tipo de virus Norovirus Priones Hepatitis A Parvovirus
Gll.4 (%) (%) (%) (%)
Hidrofilico 45.74 57.33 50.22 48.83
Hidrofébico 57.03 48 47.98 48.83
Ramificado 30.37 24.66 30.60 22
Ramificado 9.81 10 11.07 10.59
con anillo
aromatico
Cadena lateral 7.22 8.66 6.18 8.94
corta
Ruptura de la 9.81 4 5.26 8.39

cadena

secundaria
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VIII.7 Evaluacion del efecto de la temperatura, fuerza ionica, pH, presencia de
carbohidratos similares a los antigenos del grupo histosanguineo (HBGA) y

la microbiota en la estabilidad de MNV-1 en fresa y lechuga.

La cuantificacion de MNV-1 se realizO mediante la ecuacion de la recta
obtenida de la curva de calibracién (Figura 32) de acuerdo a la metodologia de la
seccion (VI.2.5). EI comportamiento de MNV-1 a los diferentes tratamientos se
muestra en el cuadro 6 y 7. Para la discusion se considerd la poblacion persistente
alas 4 h para 22 °C y a las 72 h para 4 °C. Primariamente se evalué el
comportamiento de MNV-1 a pH = 3 y dos niveles de temperatura (4 y 22 °C). A
pH = 3 y temperatura de 4 °C los mejores tratamientos fueron el control (5.97+0.01
Logio UFP) y el tratamiento con la presencia de carbohidratos HBGA (5.99+0.01
Logio UFP). MNV-1 es estable en pH acido y en refrigeracion, por lo que el aporte
de los carbohidratos HBGA a la estabilidad fue minimo (Sanchez y Bosch, 2016;
Bozkurt et al., 2015, Samandoulgou, 2015). MNV-1 no es afectado por el pH acido
debido a la capacidad de los aminoacidos de la capside proteica de intercambiar
iones H con el ambiente (Almand et al., 2019; Moore et al., 2015; Liu et. al.,
2010). El tratamiento a 4 °C, pH = 3 y presencia de bacterias mostré la menor
poblacién de MNV-1 (5.71+0.01 Logio UFP) (Figura 33). A pH = 3 la integridad de
las bacterias se ve afectada por lo que los compuestos metabdlicos generados por
la condicion de estrés parecen afectar la estabilidad de MNV-1. Este
comportamiento se replicéd a 22 °C, pH = 3 y presencia de bacterias, donde MNV-1
mostro la mayor reduccion de todos los tratamientos (4.66+0.03 Logio UFP). Al
elevar la temperatura, el metabolismo bacteriano se acelera respecto a la
temperatura de refrigeracion, y se potencializa el efecto inhibitorio del pH &cido
(Lee et al., 2015). Por otra parte, los carbohidratos HBGA estabilizaron
notablemente a MNV-1 a 22 °C y pH = 3, logrando mantener una concentracion de
5.9940.01 Logio UFP. El efecto inhibitorio de la elevada temperatura combinada
con el pH acido es equilibrado por la presencia de los carbohidratos HBGA.

Existen reportes donde la presencia de algunos polisacaridos han logrado
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estabilizar diferentes tipos de virus (Almand et al., 2019). Para el tratamiento
control se observé una menor estabilidad (5.77+0.02 Logio UFP) respecto al
mismo tratamiento a 4 °C, por lo que la baja temperatura ejerce un efecto
estabilizante en MNV-1. En resumen, MNV-1 fue estabilizado por los carbohidratos

HBGA a 22°C y pH = 3 al mismo nivel que el mejor tratamiento en refrigeracion.

De forma contrastante, en la evaluacion a pH = 8 el tratamiento a 4 °C con
la presencia de bacterias (5.85+0.01 Logio UFP) sostuvo de mejor forma la
estabilidad de MNV-1 que el mismo tratamiento pero con la presencia de
carbohidratos (5.83+0.01 Logio UFP). A un pH mas cercano a la neutralidad, las
bacterias experimentan un efecto menos dafino que en el pH acido, lo cual
contribuye a mantener la integridad de la pared celular y por tanto la posibilidad de
interactuar superficialmente con MNV-1. Aunque la diferencia en la estabilidad de
MNV-1 con los carbohidratos HBGA a 4 °C y pH = 8 respecto a la presencia de
bacterias con el mismo nivel de pH y temperaura no fue muy grande, el pH ejerce
un efecto estabilizante en las bacterias que se traduce en una mayor estabilidad
en MNV-1. Por lo tanto, podriamos esperar que en un alimento con un nivel de pH
mas cercano a la neutralidad MNV-1 presentara una mayor estabilidad con la
presencia de bacterias respecto al mismo alimento pero con un pH acido (Sanchez
y Bosch, 2016; Almand et al., 2019). El tratamiento control a pH = 8 mostrd un
comportamiento intermedio (5.84+0.01 Logio UFP). Y a temperatura ambiente y
pH = 8 el efecto estabilizante de las bacterias (5.60+0.02 Logio UFP) y los
carbohidratos HBGA (5.59+0.01 Logio UFP) fue propiamente el mismo. Por lo que
el pH = 8 en conjunto con la presencia de bacterias estabilizé a MNV-1 al mismo
nivel que con la presencia de carbohidratos HBGA. Es decir, se presentdé un
efecto combinado con la presencia de las bacterias. Por su parte, la temperatura
de refrigeracion ejerce un efecto estabilizante, alcanzando las menores
reducciones para MNV-1 de todas las evaluaciones independientemente el tipo de

tratamiento (Figura 34 y 35). Al reducir la temperatura los enlaces se fortalecen
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debido a que se incrementa su proximidad y disminuye la energia de ruptura de

enlace (Snowden, 2020).
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Log,g UFP MNV-1

Figura 32. Curva de calibracion de MNV-1 por RT-gPCR en la plataforma Rotor

Gene de Qiagen utilizando una mezcla SYBR Green Start Jump de Sigma Aldrich.

Cuadro 6. Promedio de la poblacion resistente de MNV-1 (expresada en Logio

UFP) a diferentes niveles de pH, temperatura, microbiota, fuerza idnica y

presencia de carbohidratos tipo HBGA en refrigeracion.

Temperatura T=4°C

pH pH=3 pH=38

Tratamiento | HBGA E. coli | Control HBGA E. coli | Control
0O157:H7 O157:H7

MNV-1 (24 | 5.99+0.01 | 5.71+0.01 | 5.97+0.01 | 5.84+0.01 | 5.85+0.01 | 5.84+0.01

h)

MNV-1 (72| 5.99+0.01 | 5.71+0.01 | 5.97+0.01 | 5.83+0.01 | 5.85+0.01 | 5.84+0.01

h)
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Cuadro 7. Promedio de la poblacién resistente de MNV-1 (expresada en Logio

UFP) a diferentes niveles de pH, temperatura, microbiota, fuerza ionica y

presencia de carbohidratos tipo HBGA a temperatura ambiente.

Temperatura T=22°C
pH pH =3 pH =38
Tratamiento HBGA E. coli | Control HBGA E. coli | Control
0O157:H7 0O157:H7
MNV-1 (30 | 5.994+0.01 | 4.68+0.03 | 5.78+0.01 | 5.59+0.01 | 5.61+0.02 | 5.69+0.0.1
min)
MNV-1 (4 h) 5.99+0.01 | 4.66+0.03 | 5.77+0.02 | 5.59+0.01 | 5.60+0.02 | 5.68+0.01
6.2
6 — ' ——
5 .
— 1 el —
55 L -
&
% 5.4
=
=
5.2
5_
4.8
46 T T -
Control E. coli O157:HT HBGA All Pairs
Tukey-Kramer
Tratamiento 0.05

Figura 33. Analisis estadistico ANOVA y prueba de Tukey de los tratamientos

evaluados para determinar su efecto en la estabilidad de MNV-1 en un modelo in

vitro.
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Figura 34. Gréfico de interaccion entre el efecto del pH y la tempertura en la

estabilidad de MNV-1 en un modelo in vitro.
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Figura 35. Grafico de interaccion entre el efecto del tipo de tratamiento y la
temperatura en la estabilidad de MNV-1 en un modelo in vitro.
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Los tratamientos a 4 °C y pH = 3 con la presencia de carbohidratos HBGA y
el control, mostraron la mayor capacidad estabilizante (Figura 36). El segundo
grupo de tratamientos con la mayor capacidad estabilizante fue a 4 °Cy pH = 8
con la presencia de E. coli O157:H7. El tercer grupo fue a 22 °C, pH =3y 8, con la
presencia de carbohidratos HBGA y el control. Los carbohidratos HBGA ejercen
un mayor efecto a temperatura ambiente que en condiciones de refrigeracion.
Finalmente, los tratamientos a 4 °C y 22 °C, pH = 3y 8, con la presencia de E. coli

0157:H7 mostraron en términos generales el menor efecto protector.

6.2

MMY-1 (2)LS Means
on
o
]

4.8+

4.6 T T
Control E. coli O157:HT HBGA

Tratamiento

Figura 36. Grafico de interaccion entre el efecto del tipo de tratamiento y el nivel

de pH en la estabilidad de MNV-1 en un modelo in vitro.
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Lewvel Least Sq Mean
4 3 HBGA 24 A &.1004187
4 3 HBGA 72 A 6.1001339
4 3 Control 24 AB D 6.0108333
4 3 Control 72 ABC 80072222
4BF coli0M5FHF24 ABCD 6.00132389
48E coli015FHFT2Z ABCD 5.997rrr
22 3 HBGA 24 ABCDE 5.8823611
22 3 HBGA T2 ABCDE 58770833
4 & Control 72 ABCDEF 58013389
4 B Control 24 ABCDE G 5 8005556
Z2 3 Control 24 BCDEFGH 57304444
Z2 3 Control 72 BCDEFGH 57358333
Z2 8 Control 24 BCDEFGH 5. 7291667
4 8 HBGA 24 BCDEFGH 5. 7251389
4 8 HBGA 72 BCDEFGH 5. 7243055
Z2 & Control 72 BCDEFGH 57223232
22 B HBGA 24 DEFGH 57020833
22 8 HBGA T2 C EFGH 565934722
4 3 E coli 0157:HF 24 EFGH 55616667
43 E. coli0157HF 72 EFGH 5.55972x
22 8E. coli0157:HY 24 F H 54583333
22 8E. coli0157:HY 72 GH 54530556
22 3E. coli0157:HTY 24 I 4 3252778
22 3E coliO157:HY 72 I 4 316865
Levelz not connected by same letter are significanthy different

Figura 37: Prueba de Tukey de los tratamientos evaluados para determinar su
efecto en la estabilidad de MNV-1 en un modelo in vitro. La estructura de los
niveles es: temperatura, pH, tratamiento (control, HBGA o E. coli O157:H7) y

tiempo en su nivel alto y bajo (24 y 72).

En la evaluacion de la estabilidad de MNV-1 en la superficie de lechuga y
fresa se consideraron los mismos factores en los mismos niveles que en el modelo
in vitro (Cuadro 8, 9, 10 y 11). El tiempo fue el Unico factor que se increment6 a 6
hy24ha22°Cy24hy72ha4-°C. La estructura proteica de MNV-1 le permite

persistir hasta por semanas en superficies vivas e inertes. Son factores como la
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temperatura, pH, humedad relativa, microbiota, iones disueltos, radiacion, entre
otros, los que afectan la estabilidad de MNV-1. En manzana, se observé una
reduccion de 0.2+0.76 Logio UFP cuando fue almacenada a 11 °C por 7 dias
(Mormann et al., 2010). En lechuga se observd una reduccion de 0.1+0.15y 1.78
Logio UFP cuando fue almacenada a 11 °C por 5 dias y a 7 °C por 10 dias
respectivamente (Mormann et al., 2010; Lamhoujeb et al., 2008). La temperatura
de refrigeracion estabiliza notablemente a las particulas de MNV-1. En fresa no se
observé reduccion en 7 dias de almacenamiento a 0 °C, y a 10 °C por el mismo
periodo de tiempo la reduccion fue de 0.3 Logio UFP (Sanchez y Bosch, 2016).
Una reduccion minima considerando el tiempo de almacenamiento. En zarzarmora
tampoco se observo reduccion en 7 dias de incubacién a 0 °C, y a 10 °C por el
mismo periodo de tiempo se observé una reduccion de 0.3 Log;o UFP (Sanchez y
Bosch, 2016). Enorme estabilidad se observa en las particulas virales de MNV-1 a
bajas temperaturas. En salsa de tomate tipo catsup, no se observé reduccion en
58 dias a un pH de 4.5 y en ensalada de papa a un pH de 5 a 5.5 se observé una
reduccion de 1.7 Logip UFP cuando fue almacenada a 6 °C. Los autores
concluyeron que acidificar un alimento no es una estrategia confiable para la
reduccion de los norovirus (Mormann et al., 2010). En la evaluacion fue la fresa la
que mostré una mayor capacidad para estabilizar a MNV-1, especialmente con la
presencia de carbohidratos HBGA independientemente de la temperatura. Los
tratamientos con E. coli O157:H7 mostraron la menor capacidad para estabilizar a
MNV-1 en todos los casos. Y es la temperatura de refrigeracion, el pH &cido y la
presencia de carbohidratos HBGA los factores que estabilizan de mejor forma a
MNV-1 en fresa y lechuga (Figura 35y 36).
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Cuadro 8. Promedio de la poblacion resistente de MNV-1 a diferentes niveles de

pH, E. coli O157:H7 y presencia de carbohidratos tipo HBGA en lechuga en

refrigeracion.

Temperatura T=4°C

pH pH=3 pH=8

Tratamiento | HBGA* E. coli | Control* HBGA* E. coli | Control*
O157:H7* O157:H7*

MNV-1 (24 | 5.99+0.01 | 5.95+0.01 | 5.98+0.01 | 5.96+0.01 | 5.96+0.01 | 5.99+0.01

h)

MNV-1 (72| 5.99+0.01 | 5.85+0.01 | 5.96+0.01 | 5.93+0.01 | 5.91+0.01 | 5.94+0.01

h)

Cuadro 9. Promedio de la poblacion resistente de MNV-1 a diferentes niveles de

pH, E. coli O157:H7 y presencia de carbohidratos tipo HBGA en lechuga a

temperatura ambiente.

Temperatura T =22°C

pH pH =3 pH =38

Tratamiento | HBGA* E. coli | Control* HBGA* E. coli | Control*
O157:H7* O157:H7*

MNV-1 (6 h) | 5.98+0.01 | 5.76+0.01 | 5.98+0.01 |5.93£0.01 | 5.87+0.01 | 5.95+0.01

MNV-1 (24 | 5.97+0.01 | 5.59+0.01 | 5.98+0.01 |5.86+£0.01 | 5.73+0.01 | 5.88+0.01

h)
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Cuadro 10. Promedio de la poblacién resistente de MNV-1 a diferentes niveles de
pH, E. coli O157:H7 y presencia de carbohidratos tipo HBGA en fresa en

refrigeracion.

Temperatura T=4°C

pH pH=3 pH=8

Tratamiento | HBGA* E. coli | Control* HBGA* E. coli | Control*
O157:H7* O157:H7*

MNV-1 (24 | 5.99+0.01 |5.94+0.01 |5.99+0.01 |5.98+0.01 |5.97+0.01 |5.99+0.01
h)

MNV-1 (72 |5.99+0.01 |5.89+0.01 |5.98+0.01 |5.96+0.01 |5.93+0.01 |5.99+0.01
h)

Cuadro 11. Promedio de la poblacion resistente de MNV-1 a diferentes niveles de
pH, E. coli O157:H7 y presencia de carbohidratos tipo HBGA en fresa a

temperatura ambiente.

Temperatura T=22°C

pH pH =3 pH =38

Tratamiento | HBGA* E. coli | Control* HBGA* E. coli | Control*
O157:H7* O157:H7*

MNV-1 (6 h) | 5.99+0.01 | 5.82+0.01 | 5.99+0.01 | 5.96+0.01 | 5.86+0.01 | 5.98+0.01

MNV-1 (24 | 5.99£0.01 |5.69+0.01 |5.98+0.01 |5.94+0.01 |5.76+0.01 |5.97+0.01
h)
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Level Least Sg Mean
4 8E. coli0157:HY 24 A 6.0091667
4 3 HBGA 24 A B . 9954167
4 3 HBGA T2 ABC 50045833
4 3 Control 24 ABCD o 0866667
22 .3 Control 24 ABC E 5. 5825000
22 3 HBGA 24 ABCDE 5.9812500
4 3 Control, 72 ABCDE 29758333
4 28 Control 24 ABCDEF 59501667
22 6 Control 24 ABCDEF 29533333
22 3 HBGA T2 BCDEFG o.0454167
4 8 HBGA 24 BCDEFG 50420167
22 3 Control 72 BCDEFG 59416667
4 & Control 72 BCDEFGH & 9350000
22 8 HBGA 24 CDEFGH SO r0833
4 .8 HBGA T2 0 FGH 29237500
4 3 E. coli 0157 HT 24 EFGH o.9166667
4 8E. coliQ157F:HT 72 FGHI S 5000000
22 6 Control 72 GHI J o004 1667
22 8 HBGA T2 H 1 J 2.8 20167
22 8 E. coli 0157:HTY 24 | J 58433333
4 3E. coliQ157.HY, 72 J 2.8308333
22 3 E. coli 0157 H7Y 24 K o Fora0
22 8 E. coli 0157 .HY 72 K 5. 7041667
22 3 E. coli 0157 HY 72 L 26316667
Levels not connected by same letter are significanthy different

Figura 38: Prueba de Tukey de los tratamientos evaluados para determinar su
efecto en la estabilidad de MNV-1 en lechuga. La estructura de los niveles es:
temperatura, pH, tratamiento (control, HBGA o E. coli O157:H7), fuerza iénica y

tiempo en su nivel bajo y alto (24 'y 72).
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Level Least Sg Mean
22 3 HBGA 24 A 5.994 1667
4 3 HBGA 72 A B 59908333
4 3, HBGA 24 A B 2.9900000
4 8 Control 72 A B 5.988 7500
48E coli0O157:HF 24 A B 58883333
22 3 Control 24 A B 2.9879167
22 8 Control 24 A B 59854167
4 3,Control 72 A B 5.9845833
4 3,Control 24 A B 59837500
4 8 Control 24 A B 09795333
22 3 HBGA T2 ABC 5.97 16667
22 3 Control 72 ABCD 59704167
4 8 HBGA T2 ABCD 59650000
22 8 Control 72 ABCD 39629167
22 8 HBGA, 24 BCD 50616667
4 8 HBGA 24 BCD 2.9608333
228 HBGA T2 DE 5.9391667
4 3.E. coli O157:HT 24 CDE 59375000
4 8.E. coli O157:HT 72 E 2. 9175000
4 3,E. coli O157:HT 72 0.6733333
22 8 E. coli0157:HT 24 5.644 1667
22 3 E. coli0157HT 24 5.6066867
228 E. coli 0157 H7 72 0. TobBEET
22 3 E. coli 0157 HT7 72 5. 7091667
Levels not connected by same letter are significantly different

Figura 39: Prueba de Tukey de los tratamientos evaluados para determinar su
efecto en la estabilidad de MNV-1 en fresa. La estructura de los niveles es:
temperatura, pH, tratamiento (control, HBGA o E. coli O157:H7), y tiempo en su
nivel bajo y alto (24 'y 72).
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X. CONCLUSIONES

Las condiciones de preenriguecimiento son capaces de promover el
desarrollo simultaneo de Salmonella, Shigella y ECEH y de inhibir el desarrollo de

la microbiota naturalmente presente en cilantro, fresa, lechuga, zarzamora.

La estrategia experimental disefiada en el presente proyecto permite
detectar de manera simultanea, especifica y con alta sensibilidad a MNV-1,

Salmonella, Shigella y ECEH en cilantro, fresa, lechuga, zarzamora.

Norovirus se encuentra presente en frutas que estdn siendo

comercializadas en Querétaro. Hasta ahora se ha evidenciado en fresa.

Los genotipos detectados corresponden a una de las variantes mas
frecuentemente reportada en brotes por consumo de alimentos en Estados
Unidos. Sin embargo, no corresponden con la principal cepa reportada a nivel

mundial.

Una mayor proporcién de aminoacidos hidrofilicos, ramificados con anillos
aromaticos en sus cadenas laterales y menor proporcion de aminoacidos de
cadena lateral y que interfieren con la estructura secundaria, indica una mayor

estabilidad en norovirus, parvovirus, virus de la hepatitis A, y los priones.
La mayor estabilidad de MNV-1 se observa a pH acido, temperatura de
refrigeracion, y presencia de carbohidratos tipo HBGA independientemente de la

concentracion de bacterias presentes.

MNV-1 persiste mas en fresa que en lechuga por las condiciones de pH

acido y mayor presencia de carbohidratos HBGA.
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E. coli O157:H7 es capaz de estabilizar a MNV-1 en condiciones basicas.
La aplicacion de un tratamiento para oxidar los carbohidratos presentes en

la superficie de la fresa y lechuga, es una alternativa a explorar como estrategia de

control de los norovirus en las frutas y hortalizas.
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