Biosensado de patégenos
de interés en acuicultura

(Medfishchip)

Luis A. Tortajada Genaro, P. Quintero, B. Martin,
F.J. Espinos, A. Maquieira

Universitat Politecnica de Valencia. Departamento Quimica-Instituto IDM

UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

Financiado por
o . ¥ GOBEANO  MINISTERIO
la Unidn Europea "> DE ESPANA DE CIENCIA, INNOVACION
4. M Y UNIVERSIDADES

NextGenerationEU

N UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

VNIVERSITAT
B VALENCIA

,//
T

i

Universitat d’Alacant
Universidad de Alicante

Universidad
UNIVERSITAS Catdlica de
Miguel Herndndez Xizlvecl;lrﬁzallm -

CSIC

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

think@

This study forms part of the ThinkinAzul programme and was
supported by MCIN with funding from European Union
NextGenerationEU (PRTR-Ca7.12) and by Generalitat Valenciana

Plan de Recuperacion, % GENERALITAT
Transformacién & VALENCIANA GVANE)T
W v Resiliencia S S

Conselleria de Educacion, \
Universidades y Empleo



Medfishchip

Diagnostico basado en sistemas

DescripCio,n del GrUPO de Trabaio portatiles, efectivos y operativos in

situ incorporando tecnologias
robustas
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Resultados obtenidos

Tarea 4.1.5 Deteccion alternativa de patogenos (M6-M3x)
Supone la toma de muestras sin sacrificio del pez, buscando
presencia de patogenos (virus, bacterias o parasitos), en
biofouling o en el agua (eDNA), o en hospedadores
intermediarios. Incluye la evaluacion del riesgo de transmision
interespecifica entre vectores, hospedadores intermediarios,
peces salvajes y animales en cria. Disefio de ensayo multiple
para obtener el perfil molecular del ADN ambiental en
piscifactorias.

Responsables: UPV1

Participantes: CSIC3, UMH2, UPV1, UV1, UV3

@°
This study forms part of the ThinkinAzul programme and was Financiado ‘. %
. . ) por Plan de Recuperacién, GENERALITAT
@ supported by MCIN with funding from European Union - la Union Europea SEPANA  DF CHNCA INNOVACION I 4 Transformacién \\\ VALENCIANA GVA N E):r

NextGenerationEU (PRTR-C17.11) and by Generalitat Valenciana NextGenerationEU y Resiliencia NN conselleriade Educacien,
Universidades y Emplea




Resultados obtenidos

* Actividad 1. Seleccion de dianas

Los diferentes socios han propuesto 1-2 patogenos relevantes
para el desarrollo del sistema de biosensado

T

Bacteria Vibrio vulnificus y V. harveyi
2 IATS-CSIC Parasito Enterospora nucleophila
3 uv Parasito Cardicola
4 UMH Virus Red-spotted grouper nervous necrosis
virus (RGNNV)
5 UPV+ Peces Especies Mediterraneo

empresa
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Other species

Bacteria

. Aurata
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Enterospra
nucleophila
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Resultados obtenidos

 Actividad 2. Seleccion de la tecnologia de

biosensado |

I |
deteccion o identificacion de un patogeno. icacic

Amplificacion
La solucion propuesta presenta ventajas frente

los métodos actuales basado en gPCR o i
secuenciacion. Convencions | _

* Portabilidad. Deteccion in situ
Amplificacion il sl
isoterma

* Mayor sencillez
== Tirareactiva

. . . . . |
Existen diferentes aproximaciones que permita la

Deteccion

-
-

* Menor coste -
* Respuesta mas rapida
* Facil interpretacion

¢ Compatible con la muestra: agua 1-2 L

Biosensor

Chip
multiplex

I
\_ I I I/\I/

" Lateral flow
assay
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Metodologia

* Actividad 3. Biosensado de bacterias Vibrio Ve

(t . I ) . Extraccion ADN 2. Amplificacion 3. Ensayo en
Iras simpies Tejido pez mediante PCR o RPA tira (flujo lateral)
Muestra agua ,
Colaboracion con el grupo UV. Microbiologia . ﬁ
Desarrollar un ensayo de deteccion de las : ‘ »ioj L
bacterias Vibrio vulnificus y Vibrio harveyi basado '
en los genes vvhA y toxR.
. Extraccion ADN genémico \ Esquema del método para detectar patdgenos asociados a salud animal /
* Amplificacion isoterma: RPA, single y duplex
* Deteccion: tira reactiva. Selectividad del método Sensibilidad. Cantidad de ADN diah
» Técnicas de confirmacidn: PCR especifica, desarrollado en ADN de huésped
electroforesis, fluorescencia, hibridacion, gPCR ~ laloislw| 18]s
. . 3 33 3 3% £ 8
* Aplicado a muestras de agua (campana de muestreo) s (ElE|EI1E|8 |2 I3 o 1212121 20121
=N BN BN B 8 31 158 S )
i B S B Bl N IS 8 5 & o v 35 8
TAREAS
» Comparacion de experimentos — | = e | CL — W (W -

» Redaccion articulo
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 Actividad 4. Biosensado del parasito
Enterospora nucleophila

10 uMm 10 uM 5umM 5umM 1uM 1umM
NTC NTC NTC

Colaboracion con el grupo IATS-CSIC - b
| 11111

Desarrollar un ensayo de deteccion del

parasito Enterospora nucleophila basado en Equipo portable 2,5 Kg
el gen SSU RNA. 50-400 £
* Amplificacion isoterma: RPA y LAMP
 Deteccion: tira reactiva. gqLAMP
* Técnicas de confirmacion: PCR especifica, -
electroforesis, fluorescencia, hibridacion, gPCR 00
TAREAS - /
> Divulgacion. Congreso whl P P P P P P P P
> Establecer prestaciones analiticas _ —FIBIEPBP ——F3B3 ——FIPBIP
» Aplicar a muestras de peces y agua Equipo portable 4 Kg
230 X 200 X 138 mm
<1000 €
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 Actividad 5. Biosensado del parasito
Cardicola

Colaboracion con el grupo UV-IcPar

Desarrollar un ensayo de deteccion de los
parasitos Cardicola sp. basado en el gen ITS.
* Amplificacion isoterma: RPA
 Deteccion: tira reactiva.

* Técnicas de confirmacion: PCR especifica,
electroforesis, fluorescencia, hibridacion, gPCR

TAREAS

» Optimizar biorreconocimiento y deteccion
» Establecer prestaciones analiticas

» Aplicar a muestras de peces y agua

supported by MCIN with funding from European Union la Unién Europea
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Resultados preliminares e ‘

CONE
““PROTOTIPO IMAGEN DATOS
DE LECTURA 50 _
i Test line
o) « Compacto . 20
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T * Barato S
Limitaciones 2
* Subjetividad Componentes E 20
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* Ausencia de documentacion e Conectividad
K Limitada capacidad de comparay K Caja protectora 0
0 50 100 150
distancia
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Grado de consecucion de las tareas

55%

ISR ca——

Diseno y desarrollo de prototipos

100%
Actividad 1

80%
Actividad 2 [Selecciéndettecnologia

90%
Actividad 3 Biosensor para bacterias Vibrio (tirassimples)
60%
Actividad 4  ['Biosensor para parasito Enterospora (tira simple) )
35%
Actividad 5 [[Biosensor para parasito Cardicola (tira simple) ]
5%

Actividad 6  Biosensor para virus RGVNN (tira simple) ]
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Desviaciones del programa inicial

* No procede

Colaboraciones con grupos GVA-ThinkinAzul

* Avalorar

Colaboraciones con grupos ThinkInAzul Nacionales

* Avalorar
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Hoja de ruta para 6 proximos meses

» Definicion del desafio
* Organismos objetivo
* Tecnologia de biosensores

* Avanzar con el desarrollo de los sistemas de
biosensado de los patogenos seleccionados,
utilizando el formato de ensayo de amplificacion
isoterma y deteccion basada en tira de flujo lateral T e e sl Muestreoy tratamiento de

SISTEMA e Biorreconocimiento
BIOSENSOR * Transduccioén

* Investigar sistemas integrados que faciliten el
ensayo: chip y lector optico

*Prototipo de chip de ADN
Q EVALUACIONDEL  QUICelGEn

* Aplicar las metodologias y prototipos ICEILLI R - Validacion técnica

desarrollados al analisis de muestras de agua
representativas.

* Muestreo de agua e instalaciones

e Métodos de referencia:
CAMPAIGN Microbiologia + Molecular
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