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RESUMEN

El virus del dengue (DENV) constituye una amenaza significativa para la salud pública. 
Sus cuatro serotipos y la similitud de síntomas con otras infecciones virales complica su 
diagnóstico y control. En este contexto, la Epidemiología Basada en Aguas Residuales 
(WBE) emerge como una herramienta prometedora para el monitoreo del DENV, ya que 
monitorea la circulación a nivel poblacional sin la necesidad de exámenes individuales y 
contempla la excreción tanto de pacientes sintomáticos como asintomáticos. Sin embargo, 
la baja concentración y la rápida degradación del RNA viral en las muestras de aguas 
residuales  exigen  plataformas  de  detección  con  una  sensibilidad  superior  a  las 
metodologías convencionales. El objetivo de este proyecto fue desarrollar un sistema de 
diagnóstico molecular basado en DETECTR (CRISPR-Cas12a) para la detección sensible 
y específica del RNA del DENV en muestras de aguas residuales en la ciudad de Foz do 
Iguaçu,  PR.  Para  ello,  se  diseñaron  crRNAs específicos  para  DENV-2  y  DENV-3,  se 
realizó la producción in vivo y la purificación de la proteína AsCas12a, y se comprobó la 
actividad catalítica del complejo ribonucleoproteico (RNP). Los resultados confirmaron la 
funcionalidad del  sistema  in vitro,  aunque demostraron una fuerte dependencia de las 
condiciones  del  buffer  de  reacción;  se  desarrollaron  metodologías  de  extracción  de 
material genético viral de muestras de aguas residuales para la posterior validación del 
sistema DETECTR;  así  también,  fue  diseñado un  complejo  in  vivo para  la  detección 
múltiple del DENV. Se concluye que el sistema DETECTR es una herramienta viable y 
sensible para la  detección del  DENV en aguas residuales,  en la  cual  son necesarias 
optimizaciones en las condiciones de reacción para mitigar la inhibición de la matriz y 
garantizar la robustez de detección.

Palabras clave: DENV; AsCas12a; vigilancia sanitaria; epidemiología; WBE.
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RESUMO

O vírus da dengue (DENV) constitui  uma ameaça significativa  à  saúde pública.  Seus 
quatro serotipos e a semelhança de sintomas com outras infecções virais complicam o 
diagnóstico  e  o  controle  da  patologia.  Neste  contexto,  a  Epidemiologia  Baseada  em 
Águas Residuais (WBE) emerge como uma ferramenta promissora para o monitoramento 
do  DENV,  uma vez  que  permite  observar  a  circulação  em nível  populacional  sem a 
necessidade de exames individuais, contemplando a excreção de pacientes sintomáticos 
e assintomáticos. Todavia, a baixa concentração e a rápida degradação do RNA viral em 
amostras  de  esgoto  exigem  plataformas  de  detecção  com  sensibilidade  superior  ás 
metodologias  convencionais.  O  objetivo  deste  projeto  foi  desenvolver  um sistema  de 
diagnóstico  molecular  baseado  em  DETECTR  (CRISPR-Cas12a)  para  a  detecção 
sensível e específica do RNA do DENV em amostras de águas residuais na cidade de Foz 
do Iguaçu, PR. Para tanto, foram delineados crRNAs específicos para DENV-2 e DENV-3, 
realizou-se a produção in vivo e a purificação da proteína AsCas12a, e comprovou-se a 
atividade catalítica do complexo ribonucleoproteico (RNP). Os resultados confirmaram a 
funcionalidade do sistema in vitro, embora tenham demonstrado uma forte dependência 
das condições do tampão de reação; foram desenvolvidas metodologias de extração de 
material  genético  viral  de  amostras  de águas residuais  para  a  posterior  validação do 
sistema DETECTR; outrossim, foi projetado um complexo in vivo para a detecção múltipla 
do DENV. Conclui-se que o sistema DETECTR é uma ferramenta viável e sensível para a 
detecção do DENV em águas residuais, sendo necessárias otimizações nas condições de 
reação para mitigar a inibição da matriz e garantir a robustez da detecção.

Palavras-chave: DENV; AsCas12a; vigilância sanitária; epidemiologia; WBE.
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ABSTRACT

The dengue virus (DENV) represents a significant threat to public health. The existence of 
four  distinct  serotypes,  coupled  with  symptomatic  similarities  to  other  viral  infections, 
complicates  both  diagnosis  and  disease  control.  In  this  context,  Wastewater-Based 
Epidemiology (WBE) emerges as a promising tool for DENV surveillance, as it monitors 
population-level  circulation  without  requiring  individual  testing,  accounting  for  viral 
shedding  from  both  symptomatic  and  asymptomatic  individuals.  However,  the  low 
concentration and rapid degradation of viral RNA in sewage samples necessitate detection 
platforms with  sensitivity  superior  to  conventional  methodologies.  The objective of  this 
project  was to  develop a molecular  diagnostic  system based on DETECTR (CRISPR-
Cas12a) for the sensitive and specific detection of DENV RNA in wastewater samples from 
Foz do Iguaçu, PR. To this end, specific crRNAs for DENV-2 and DENV-3 were designed; 
the in vivo production and purification of the AsCas12a protein were performed; and the 
catalytic  activity  of  the  ribonucleoprotein  (RNP)  complex  was  verified.  The  results 
confirmed  the  in  vitro  functionality  of  the  system,  albeit  demonstrating  a  strong 
dependence on reaction buffer conditions. Furthermore, viral genetic material extraction 
methodologies from wastewater were developed for subsequent DETECTR validation, and 
an in vivo complex for multiplex DENV detection was designed. It is concluded that the 
DETECTR system is a viable and sensitive tool for DENV detection in wastewater, though 
optimizations  in  reaction  conditions  remain  necessary  to  mitigate  matrix  inhibition  and 
ensure detection robustness.

Keywords: DENV; AsCas12a; health surveillance; epidemiology; WBE.
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1 INTRODUCCIÓN

1.1 Marco teórico

1.1.1 Virus del Dengue

El  virus  del  dengue (DENV)  es  considerada  la  enfermedad viral  más  importante 

transmitida por mosquitos en humanos (HARAPAN et al., 2020). Siendo un virus de RNA 

monocatenario  (ssRNA),  pequeño  y  esférico  (Figura  1)  que  pertenece  a  la  familia 

Flaviviridae y al género Flavivirus (KULARATNE & DALUGAMA, 2022). Su genoma de RNA 

es de sentido positivo y de aproximadamente 10,7 kb, siendo conformado por tres proteínas  

estructurales  (cápside,  membrana  y  envoltura)  y  siete  proteínas  no  estructurales  (NS1, 

NS2A, NS3B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (MADHRY et al., 2023) descritas en la Tabla 1.

Figura 1. El virus del dengue y sus principales estructuras

Fuente: VIRALZONE, 2025.

Tabla 1. Descripción de las proteínas estructurales y no estructurales del DENV

Proteína Descripción

C Participa en la encapsidación del genoma.

prM/M Funciona como una estructura tipo tapón que protege al péptido de fusión E de una fusión 
prematura antes de la liberación del virus.

E Media la unión y fusión del virus con la membrana de la célula huésped (dominio III) y es 
responsable de la determinación del alcance del huésped, el tropismo y la virulencia (dominio 
III)

NS1 Participa en el complejo de replicación del RNA viral, así como en la defensa a través de la 
inhibición de la activación del complemento.
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NS2A NS2A implica en la coordinación del cambio entre el empaquetamiento del RNA y la replicación 
y el antagonismo del interferón (IFN).

NS2B NS2B se asocia con NS3 para formar el complejo de la proteasa del DENV y sirve como 
cofactor en la activación de la serina proteasa del DENV de la NS3.

NS3 La NS3 es una proteína multifuncional con actividad enzimática de serina proteasa similar a la 
quimotripsina, RNA helicasa y RNA trifosfatasa (RTP/NTPasa). NS3 participa en la escisión de 
la poliproteína del DENV, así como en la replicación del RNA.

NS4A NS4A induce alteraciones en la membrana que son importantes para la replicación del virus.

NS4B La NS4B ayuda a la replicación del RNA viral a través de su interacción directa con la NS3 y 
bloquea la transducción de señales inducidas por el IFN.

NS5 NS5 es una enzima bifuncional con un dominio metiltransferasa y RNA polimerasa dependiente 
de RNA.

Fuente: HARAPAN et al., 2020.

Existen cuatro serotipos antigénicos y genéticamente distintos (DENV-1, DENV-2, 

DENV-3 y DENV-4) (AHMED et al., 2022). La transmisión de todos los serotipos del virus 

hacia el hombre ocurre a través de la picadura de las hembras infectadas del principal  

vector en Brasil y en el mundo: el mosquito Aedes aegypti (Figura 2) (CAMARA, 2024). No 

obstante, en algunas regiones de África y Asia, la transmisión también ocurre a través de 

Aedes albopictus (MEDEIROS et al., 2024).

Figura 2. Mosquito Aedes aegypti

 
Fuente: SOZZA, 2025.

Cuando un mosquito pica a una persona infectada (Figura 3.1),  ésta ingiere la 

sangre infectada por DENV. Una vez el virus ingresa, se replica en el intestino medio del 

mosquito (Figura 3.2) y posteriormente se propaga por el hemocele (Figura 3.3) hasta 

infectar las glándulas salivales (Figura 3.4) (PERVEEN et al., 2023).
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Figura 3. Ciclo de incubación del DENV en el mosquito

 Fuente: PERVEEN et al., 2023.

Una vez que el mosquito hembra infectado pica a una persona sana, el virus es 

transmitido por medio de su saliva (Figura 4.1) y replicado en los tejidos cercanos a la 

picadura o en el ganglio linfático (Figura 4.2), para luego propagarse a través de la sangre 

infectando a los leucocitos (Figura 4.3). El virus sale de los leucocitos y circula por la 

sangre (Figura 4.4) hasta que el sistema inmunológico comienza a destruir las células 

infectadas (Figura 4.6). Finalmente, otros mosquitos se alimentan de la persona infectada 

(Figura 4.5) y pican a otra persona sana, propagando el virus en la comunidad e iniciando 

el ciclo de contagio (LA VERDAD, 2018).

Se  ha  observado  un  incremento  de  casos  por  DENV  en  los  últimos  años, 

estimando un contagio de 390 millones de personas por año en el mundo (FREITAS et al., 

2024). Siendo Brasil uno de los países con mayor incidencia, según TREML et al. (2024). 

Estas  incidencias  ocurren  principalmente  en  ubicaciones  geográficas  tropicales  y 

subtropicales (ISLAM et al., 2023). Por su parte, la mayoría de los casos de dengue es 

asintomática  (AGUILAR  et  al.,  2024)  y  en  casos  sintomáticos  se  presentan  síntomas 

similares  con  chikungunya,  zika  y  fiebre  amarilla,  pudiendo  ser  diagnosticado 

erróneamente (CARABALI  et  al.,  2021;  TCHIBOZO  et  al.,  2022).  El  número de casos 

confirmados y por confirmar en Brasil se observan en la Figura 5, donde se destacan más 

de 1 millón de casos de contagios probables por DENV.

Por  consecuencia,  un  diagnóstico  erróneo  puede  retrasar  la  atención  de  los 

pacientes (VICENTE et al., 2021). Principalmente cuando la fiebre del dengue (FD) puede 
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ser  causada  por  cualquiera  de  los  serotipos  y  evolucionar  a  fiebre  hemorrágica  del 

dengue (FHD) y síndrome de choque por dengue (RAMYASOMA et al.,  2020).  En los 

cuadros  más  graves,  las  manifestaciones  son  muy  complejas  y  no  se  comprenden 

completamente (BHATT et al., 2020).

Figura 4. Transmisión del DENV

Fuente: LA VERDAD, 2018.

Figura 5. Panel de monitoreo del DENV a nivel nacional - Brasil

 
Fuente: MINISTERIO DA SAÚDE, 2025.



20

1.1.2 Vigilancia sanitaria

Hoy en día, metodologías como Epidemiología Basada en Aguas Residuales (WBE 

por  sus  siglas  en  inglés  Wastewater-Based  Epidemiology)  ofrece  una  alternativa  no 

invasiva y rentable a la vigilancia clínica tradicional (WOLFE et al.,  2024). Permitiendo 

monitorear un determinado patógeno presente en una población (CRONE  et al., 2020), 

estimando un aumento y/o disminución, circulación en determinados periodos de tiempo 

(PRADO et al., 2023) y la detección de posibles brotes (PARACCHINI et al., 2024). En la 

Figura 6, se observa el desarrollo de la metodología y principios de WBE.

El uso de esta metodología fue de gran apoyo para la vigilancia del COVID-19. En 

Brasil,  fue creada la  Rede Monitoramento Covid Esgotos con el objetivo de ampliar la 

disponibilidad  de  informaciones  para  el  enfrentamiento  de  la  pandemia  de  Covid-19 

(INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS E TECNOLOGIA ETEs SUSTENTAVEIS, 2025).

En este mismo ámbito, el genoma del DENV puede detectarse en aguas residuales 

utilizando métodos moleculares sensibles, como la Reacción en Cadena de la Polimerasa 

en Transcripción Inversa Cuantitativa en Tiempo Real (RT-qPCR) (THAKALI et al., 2022). 

En donde, la cuantificación del RNA viral en aguas residuales puede correlacionarse con 

la carga viral en la población y las tendencias de la enfermedad (SINGER et al., 2023). 

Primeramente, ORGANIZACIÓN PANAMERICANA DE LA SALUD (2021) menciona que 

Figura 6. Epidemiología Basada en Aguas Residuales

 
 Fuente: STONY BROOK UNIVERSITY, 2025. Modificada por autoría propia.
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la  carga  viral  se  expresa  en  cg/L  (copias  genómicas  del  virus  por  litro  de  aguas 

residuales), para ello se consideran los volúmenes de la muestra, concentrado (eluido), 

extracto de ácidos nucleicos y reacción RT-qPCR, según la siguiente fórmula:

cg
L
mL=N ° copias genómicas X RNAtotalmL

RNARTqPCR
X

ConcentradoTotal
ConcentradoExtraído

X
1000
muestra

  

Para ello, el número de copias genómicas se calculan según:

N ° copias genómicas=10
Ct −b

m
, donde

 Ct: valor del ciclo umbral medido para la muestra desconocida;

 b: intersección del eje "y" de la curva estándar; y

 m: pendiente de la curva estándar.

El umbral de ciclos (Ct) en RT-qPCR indica el ciclo en que se detecta el virus en la 

muestra (Figura 7). Es un valor inversamente proporcional, donde un número bajo de Ct 

indica una mayor carga viral (CUMPLIDO et al., 2021).

Figura 7. Amplificación viral de RT-qPCR indicando el Ct

  
 Fuente: YEASEN, 2024.
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Por otro lado, factores como el traslado de las muestras, pH, temperatura, caudal, 

tiempo, concentración viral en las heces, entre otros, comprometen los datos analizados 

en laboratorio (HAN et al., 2024).

1.1.3 Uso de CRISPR-Cas para detección

El  sistema  CRISPR  (Repeticiones  Palindrómicas  Cortas  Agrupadas  y 

Regularmente  Interespaciadas)  (OMURA  et  al.,  2025)  corresponde  al  mecanismo  de 

inmunidad  en  arqueas  y  bacterias  que  actúan  contra  elementos  genéticos  invasores 

(ITTIPRASERT  et  al.,  2022).  Estos  se  encuentran  asociados  a  una  proteína  Cas 

(CRISPR-Cas) las cuales se clasifican en las clases I y II (VANGAH  et al., 2020) y se 

subdividen en 7 tipos y 46 subtipos (Figura 8) (MAKAROVA, 2025).

Estudios  realizados han demostrado que las  proteínas Cas contienen dominios 

característicos  de  nucleasas,  helicasas,  proteasas  y  proteínas  que  se  unen  al  RNA 

(MAKAROVA, 2011). Esta característica le permite a los sistemas CRISPR-Cas almacenar 

información  de  los  elementos  genéticos  móviles  (MGEs)  (WANG  et  al.,  2022) 

almacenando una secuencia pequeña del genoma extraño.

El sistema de inmunidad es generado por las fases de adaptación, expresión e 

interferencia  (MOHANRAJU  et  al.,  2022),  resumidas  en  la  Figura  9.  Una  vez  que  el 

organismo detecta  el  genoma viral,  produce un RNA único  que coincide  con el  virus 

Figura 8. Clasificación del sistema CRISPR-Cas

   
 Fuente: MAKAROVA et al., 2025.
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invasor,  creando un complejo  ribonucleoproteico (RNP)  con la  capacidad de cortar  el 

genoma  del  virus  (GRONOWSKI,  2018).  Posteriormente,  Cas  reconoce  un  motivo 

adyacente al protoespaciador (PAM) rico en timina (GENG et al., 2020) propio de genoma 

invasor. Este reconocimiento permite la especificidad del sistema CRISPR (SWARTS et 

al., 2017). Activando, finalmente la activa endonucleasa de Cas.

Esta  característica  de  las  proteínas  Cas  para  dirigirse  a  secuencias  de  ácidos 

nucleicos específicas las convierte en herramientas ideales para el diagnóstico molecular 

(ZAKIYYAH  et  al.,  2022).  Entre ellas,  herramientas como DETECTR (Reportero Trans 

CRISPR Dirigido a DNA Endonucleasa) (MUSTAFA & MAKHAWI, 2021) (Figura 10) utiliza 

Figura 9. Mecanismos del sistema inmunológico adaptativo CRISPR-Cas

 

Fuente: WANG et al., 2022.
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CRISPR-Cas12 para detectar secuencias de DNA específicas mediante un crRNA (RNA 

CRISPR) (CECCHETELLI, 2020).

La activación de la proteína Cas12 genera una actividad colateral que amplifica la 

señal de detección (YUAN et al., 2022). Esa actividad provoca un daño colateral cuando 

el  complejo  se  forma  y  se  activa  la  escisión  indiscriminada  e  inespecífica  de  ácidos 

nucleicos cercados (KADAM et al., 2023).

Las variantes como Cas12a son altamente versátiles, puesto que estas tienen la 

capacidad  de  procesar  sus  propios  crRNA precursores  (pre-crRNA)  independiente  de 

ARNasa III del huésped (KURIHARA et al., 2022). A la vez, RNP escinden dianas de DNA 

monocatenario (ssDNA) y bicatenario (dsDNA) específicos y complementarios al crRNA 

(NALEFSKI et al., 2021).

Una vez unido, la guía de ARNcr invade el ADN objetivo, formando un bucle R que 

activa el  dominio nucleasa RuvC. Esta activación secuencial  y el  estado de transición 

Figura 10. Sistema de detección DETECTR

 

Fuente: CECCHETELLI, 2020.
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tardío aseguran una alta especificidad en la escisión del ADN (Figura 11) (STROHKENDL 

et al., 2024).

Este sistema ha emergido como una plataforma prometedora para la  detección 

rápida  y  precisa  de  ácidos  nucleicos  (ARAUJO  et  al.,  2024).  Ofreciendo  una  alta 

sensibilidad, lo que permite la identificación de patógenos incluso a bajas concentraciones 

(Li et al., 2023), además presenta gran sensibilidad y especificidad (GONG et al., 2021). 

El desarrollo de estas plataformas de diagnóstico ha abierto nuevas vías para la 

detección  rápida  y  precisa  de  enfermedades  (ARGARWAL,  2023),  superando  las 

limitaciones de tiempo de los métodos convencionales como la Reacción de la Cadena 

Polimerasa  Cuantitativa  (qPCR)  enfrentan  limitaciones  como  el  tiempo  y  detección 

(CHENG  et  al.,  2025).  Las  ventajas  logísticas  son  claras,  ya  que  el  bajo  costo  y  la 

simplicidad de los ensayos basados en CRISPR los hacen accesibles para entornos con 

recursos limitados (CURTI  et al.,  2020) y la capacidad de realizar todo el proceso de 

detección  a  una  temperatura  constante  simplifica  significativamente  los  requisitos  de 

equipos (SU et al., 2022). Esto permite un tiempo de respuesta rápido y adaptable para su 

uso en entornos con recursos limitados (PARK et al., 2021) dando como resultado una 

detección muy sensible, más rápida y rentable en el futuro (KELLNER et al., 2019).

Para la  aplicación en vigilancia  sanitaria  es  fundamental  la  optimización de las 

condiciones de reacción para los ensayos (STROHKENDL et al., 2024) y la estabilidad de 

los  biosensores  Cas12a  en  condiciones  ambientales  variables  son  cruciales  para 

aplicaciones de monitoreo a largo plazo (TRUJILLO et al., 2022). Las orientaciones de la 

ORGANIZACIÓN  PANAMERICANA DE  LA SALUD  (2022)  enfatizan  la  necesidad  de 

pruebas precisas y oportunas para la vigilancia, el manejo clínico y la respuesta a brotes 

en el diagnóstico de laboratorio de arbovirus. En consecuencia, MANN & PITTS (2022), 

sugiere  que la  integración de la  tecnología  CRISPR-Cas en dispositivos  de punto  de 

Figura 11. Activación proteína Cas12a

 
Fuente: STROHKENDL et al., 2024.
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atención  podría  transformar  el  monitoreo  de  patógenos  en  agua  potable  y  aguas 

residuales.  GOOTENBERG  et  al.  (2023)  destaca  que  las  innovaciones  actuales  en 

diagnósticos basados en CRISPR-Cas se centran en mejorar la velocidad, la capacidad 

de multiplexación y la portabilidad de las pruebas para aplicación en entornos clínicos y 

de vigilancia. 

1.2 Justificativa

El virus del dengue representa en la actualidad una amenaza para la salud pública 

en Brasil. Tal es su magnitud, que existen sistemas de monitoreo a lo largo de todo el país 

mediante sistemas de vigilancia convencionales y campañas públicas sobre la vigilancia 

del  mosquito  Aedes  aegypti.  En  este  contexto,  la  Epidemiología  Basada  en  Aguas 

Radiales representa una de las fronteras más prometedoras para la vigilancia sanitaria, 

pues permite  evaluar  la  circulación viral  en toda la comunidad de manera anónima y 

rentable, incluyendo a los portadores asintomáticos, un eslabón clave en la cadena de 

transmisión.  Sin  embargo,  la  rápida  degradación  del  RNA significa  un  obstáculo  en 

técnicas como el RTq-PCR. Este proyecto aborda directamente dicha barrera tecnológica 

mediante  el  desarrollo  de  un  sistema  de  detección  que  aplica  los  principios  de  la 

ingeniería  genética.  El  proyecto  se  centra  en  la  construcción  y  adaptación  de  una 

plataforma de diagnóstico basada en la tecnología CRISPR, diseñada específicamente 

para identificar el RNA del virus del dengue con alta precisión y sensibilidad. El mérito 

científico  de  este  trabajo  radica  en  la  validación  e  implementación  de  nuevas 

metodologías para laboratorios de análisis molecular en aguas residuales.

1.3 Pregunta norte

¿Es  posible  desarrollar  y  validar  una  plataforma  de  diagnóstico  basada  en  el 

sistema  DETECTR  (CRISPR-Cas12)  que  alcance  la  sensibilidad  y  especificidad 

requeridas para la detección fiable del RNA del virus del dengue en la compleja matriz de 

las aguas residuales?.
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1.4 Hipótesis

Se postula que una plataforma de diagnóstico molecular,  basada en el  sistema 

DETECTR puede ser desarrollada para alcanzar una alta sensibilidad y especificidad en 

la detección del RNA del virus del dengue. Se hipotetiza que, mediante la optimización de 

componentes  clave  como  el  diseño  de  crRNA y  las  condiciones  de  la  reacción,  la 

plataforma será capaz de identificar de manera fiable secuencias virales en la compleja 

matriz  de  las  aguas  residuales  incluso  en  bajas  concentraciones,  validando  su 

funcionalidad como una herramienta efectiva y viable para la vigilancia epidemiológica del 

dengue.
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2 OBJETIVOS

2.1 General

 Desarrollar un sistema de diagnóstico molecular basado en el sistema DETECTR 

(CRISPR-Cas12) adaptado para la detección sensible y específica del  RNA del 

virus del dengue en muestras de aguas residuales de la ciudad de Foz do Iguaçú, 

PR.

2.2 Específicos

 Identificar  mediante  análisis  bioinformático,  secuencias  del  virus  del  dengue 

(DENV) adecuadas para su reconocimiento específico por el sistema de detección 

en crRNAs;

 sintetizar  crRNAs  a  partir  de  moldes  generados  por  amplificación  por  PCR  y 

posterior transcripción in vitro (IVT);

 producir la proteína AsCas12a mediante expresión in vivo y establecer un protocolo 

eficiente para su purificación; 

 comprobar in vitro la formación del complejo ribonucleoproteico AsCas12a–crRNA y 

caracterizar su actividad enzimática; 

 utilizar  métodos  de  extracción  de  material  genético  viral  en  aguas  residuales, 

garantizando su integridad y calidad para posterior detección molecular; y

 optimizar  el  sistema  DETECTR  implementado,  ampliando  su  versatilidad  y 

mejorando  las  técnicas  de  formación  y  desempeño  del  complejo 

ribonucleoproteico.
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3 METODOLOGÍA

3.1 Diseño de crRNAs

3.1.1 Análisis bioinformático y diseño de crRNAs in silico

Se  realizó  una  búsqueda  mediante  análisis  bioinformático  de  las  secuencias 

genéticas para los serotipos de DENV en el banco de genes NCBI (Centro Nacional de 

Información  Biotecnológica).  Fue  verificada  la  conservación  de  secuencias  en  cada 

serotipo  utilizando  la  plataforma  Crustal  Omega  de  EMBL-EBI  (Instituto  Europeo  de 

Bioinformática),  posterior  búsqueda de sitios  PAM (TTTN)  y  verificación  de secuencia 

propia de DENV mediante BLAST (nt-nt).

Se  seleccionaron  secuencias  para  los  serotipos  DENV-2  y  DENV-3  y  posterior 

diseño de los  crRNAs y  control  positivo  para ser  sintetizados utilizando la  plataforma 

Benchling, según GARRIGOS et al. (2025).

3.1.2 Amplificación por PCR y transcripción in vitro

Los  oligonucleótidos  iniciadores  diseñados  fueron  suspendidos  siguiendo  las 

instrucciones  del  fabricante  (Exxtend),  quedando  en  una  concentración  final  de  100 

pmol/µL. Fue realizado PCR de ensamblaje utilizando JumpStart REDAccuTaq LA DNA 

Polymerase (Sigma-Aldrich), según Tabla 2 en termociclador B960 Heal Force con una 

configuración de programa de 1 ciclo de 95°C por 2 minutos; 35 ciclos de 95°C por 15 

segundos, 55°C por 15 segundos y 72°C por 1 minuto; 1 ciclo de 72°C por 5 minutos; y 1  

ciclo de 4°C por tiempo ∞. Posteriormente se evaluó en gel de agarosa 2%.

La síntesis de los crRNAs se llevó a cabo HiScribe® T7 Quick High Yield RNA 

Synthesis  Kit  (E2040S,  BioLabs)  mediante  RNA Synthesis  Protocols.  La  reacción  se 

encuentra  detallada  en  la  Tabla  3.  Se  utilizó  termociclador  B960  heal  force  en 

programación de reacción 37°C por 16 horas.

Fueron  cuantificados  los  dsDNA  y  ssRNA  obtenidos  de  las  reacciones  en 

NanoDrop One  Thermo Scientific utilizando 2 µL por muestra en triplicata y blanco TE 1X.ᶜ  

Posteriormente  se  utilizó  la  plataforma  NEBioCalculator  versión  1.17.4  para  convertir 

µg/mL a moles.



30

Tabla 2. Reacción PCR para unión y amplificación de primers ologonucleótidos

Reactivo  DENV-2 (dsDNA) DENV-3 dsDNA)
Diana/control positivo 

(dsDNA)

H2O libre de RNasa 38,5 µL 38,5 µL 38,5 µL

Buffer 10X 5 µL 5 µL 5 µL

MgCl2 (50mM) 3 µL 3 µL 3 µL

primer UFO (ssDNA) 1 µL 3 µL -

primer denv-2 (ssDNA) 1 µL - -

primer denv-3 (ssDNA) - 1 µL -

primer ctrl-F (ssDNA) - - 1 µL

primer ctrl-R (ssDNA) - - 1 µL

dNTPs (100 mM) 1 µL 1 µL 1 µL

Taq Polimerasa 0,5 µL 0,5 µL 0,5 µL

Volumen total 50 µL 50 µL 50 µL

Fuente: autoría propia.

Tabla 3. Reacción Transcripción In Vitro

Reactivo crRNA DENV-2 (ssRNA) crRNA DENV-3 (ssRNA)

H2O libre de RNasa 27 µL 27 µL

Buffer 10X 4 µL 4 µL

ATP 1,5 µL 1,5 µL

GTP 1,5 µL 1,5 µL

CTP 1,5 µL 1,5 µL

UTP 1,5 µL 1,5 µL

DENV-2 (dsDNA) 1 µL -

DENV-3 (dsDNA) - 1 µL

T7 Polimerasa 2 µL 2 µL

Volumen total 40 µL 40 µL

Fuente: autoría propia.

3.2 Producción proteína AsCas12a

3.2.1 Extracción DNA plasmídico

Fue utilizado el plásmido para expresión de la proteína AsCas12a (#114071, Addgene). 

Siguiendo las indicaciones del fabricante, fue replicada en medio sólido Luria-Bertani (LB) con 

antibiótico kanamicina 50 µg/mL (Km) y cultivada en estufa a 37°C por 16hrs.

Posteriormente fueron preparados inóculos cultivando colonias aisladas en 3 mL de 

medio líquido LB con Km en agitación 150 rpm a una temperatura de 37°C por 16 horas.  

Del  inóculo   fueron  realizadas  preservaciones  en  glicerol  30%  y  extracción  de  DNA 
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plasmídico, transfiriendo 1 mL a un microtubo de centrífuga de 1,5 mL estéril, siendo este 

centrifugado a 10.000 rpm por  3  minutos y descartado el  sobrenadante.  El  pellet  fue 

suspendido en 350 µL de la solución I (Tris base 50 mM, EDTA-2H2O 10 mM, RNAsa 100 

µg/mL, pH 8.0), aumentado con 350 µL de solución II (NaOH 0,2 N y SDS 1%) para ser 

incubado en baño de hielo por 5 minutos. Fueron adicionados 400 µL de la solución III  

(acetato de potasio 3 M y ácido acético ~2 M, pH 5,5) y centrifugados a 12.000 rpm por 10 

minutos a 4°C. Fueron transferidos 400 µL del sobrenadante a un microtubo de centrífuga 

de 1,5 mL y aumentado el volumen con etanol puro 1 mL y congelados a -80°C por 20 

minutos. Fue realizada una nueva centrifugación a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C para 

descartar el  sobrenadante. El  pellet  fue lavado dos veces, suspendiendo el  pellet  con 

etanol  70%  1  mL  congelado  y  centrifugado  a  10.000  rpm  por  5  minutos  a  4°C  y 

descartado  el  sobrenadante.  Finalizado  el  segundo  lavado,  el  microtubo  fue  dejado 

abierto hasta la evaporación total del etanol 70%. Al finalizar, fue adicionado TE 1X 50 µL 

para suspender el  pellet  y realizadas lecturas de cuantificación de ADN en NanoDrop 

One  Thermo Scientific utilizando 2 µL en triplicata y utilizando como blanco TE 1X.ᶜ

3.2.2 Producción proteína recombinante

Para la producción de la proteína AsCas12a se realizó una transformación, siendo 

colocados en un microtubo de centrífuga 1,5 mL de E. coli BL21 (DE3) 50 µL y 2  µL de 

ADN plasmídico. Incubación en baño de hielo por 30 minutos y luego un choque térmico,  

calentando el microtubo de centrífuga a 42°C por 40 segundos y posteriormente llevado a 

baño de hielo por 5 minutos. Fueron adicionados 900  µL  de medio de cultivo SOC (Caldo 

Súperóptimo con Represión Catabólica)  y cultivados a 250 rpm a 37°C por 1 hora.

Se cultivaron 100 µL de la transformación en placa Petri con medio LB con Km y 

distribuidos por toda la placa con ayuda de una espátula Drigalski.  Las placas fueron 

cultivadas  en  estufa  a  37°C  por  16  horas.  Posteriormente  fueron  cultivadas  colonias 

aisladas, preservadas en glicerol 30% y almacenadas a -80°C.

3.2.3 Inducción por IPTG y purificación

La  inducción  fue  realizada  según  QUINTERO  et  al.  (2025),  donde  los  cultivos 

preservados fueron reactivados en cultivo sólido LB con Km en incubadora a 37°C por 16 

horas.  Posteriormente,  fue  realizado un  pre-inóculo  cultivando una colonia  aislada  en 
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cultivo líquido LB 3 mL con Km en agitación 150 rpm a 37°C por 16 horas. Fue realizado 

el inóculo en medio líquido Terrific Broth (TB) con Km 50 mL utilizando 500 µL del pre-

inóculo y cultivados en agitación 250 rpm a 37°C hasta llegar a OD 0,6 - 0,8. 

Fue descendida la temperatura a 30°C por 30 minutos y adicionados 0,3 mM de 

IPTG para dejar en cultivo por 9 horas. El cultivo fue transferido a un tubo de centrífuga 

tipo Falcon 50 mL estéril previamente y centrifugado a 6.000 rpm por 10 minutos a 4°C. 

Descartando el sobrenadante y almacenados a -80°C.

Fueron utilizados X20 volumen de buffer lisis (NaH2PO4*H2O 5 mM, NaCl  300 

mM, Imidazol 10 mM, glicerol 5%, Triton 0,03%, PMSF 100 mM, pH 7,2) para suspender 

el pellet del cultivo inducido. Para el cálculo de volumen de buffer lisis, fueron pesados 

tubos de centrífuga tipo Falcon 50 mL en vacío y con el pellet de inducción con IPTG. Fue 

utilizado un Disruptor QR850 (Ultronique) en configuración de programa potencia 90%, 

pulso/pausa  de  2  segundos  por  tiempo  de  15  minutos.  Finalizado  el  sonicado,  las 

muestras fueron centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante y 

sonicado fueron separados y almacenados a -80°C.

La  purificación  fue  realizada  utilizando  kit  His-Spin  Protein  Miniprep™  (ZYMO 

RESEARCH). Y posterior diálisis, utilizando membrana semipermeable y colocados los 

150 µL de proteína eluida en la membrana, esta fue cerrada utilizando cierre hermético. 

La membrana fue colocada en un Becker y adicionados 100 mL de buffer lisis (NaCl 1M, 

acetato de sodio 40 mM, EDTA 0,2 mM, DTT 2 mM, pH 6.0). Se mantuvo en agitación 

suave, 4°C por 3 días. Fue cambiando el buffer diálisis cada 24 horas. Finalmente, se 

recuperó  la  fase  interna  de  la  membrana,  colocados  en  un  microtubo  de  1,5  mL, 

adicionado glicerol 50 % y almacenado a -20°C

3.2.4 Cuantificación proteica

La proteína eluida y dializada fue cuantificada por medio de un ensayo Bradford en 

el  equipo  NanoDrop  One  ᶜ Thermo  Scientific.  Para  la  curva  fueron  utilizadas  las 

concentraciones de proteína albúmina 0, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 200. Fue utilizada la 

plataforma NEBioCalculator versión 1.17.4 para convertir µg/mL a moles.
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3.2.5 Gel SDS-page

Para comprobar la eficacia de los experimentos fue realizada corrida en gel SDS-

page 12% (H2O ultrapura 3.290 µL, Tris-HCl 1,5M pH 8,8 2.500 µL, poliacrilamida 30% 

4.000 µL, SDS 10% 100 µL, persulfato de amonio 10% 100 µL y TEMED 10 µL) y gel de 

apilamiento 5% (H2O ultrapura 2.740 µL, Tris-HCl 1,5M pH 6,8 500 µL, poliacrilamida 30% 

4670 µL,  SDS 10% 50 µL,  persulfato  de  amonio  10% 50 µL y  TEMED 10 µL).  Los  

reactivos  fueron  desecados  previamente  por  20  minutos).  Para  la  revelación  de  las 

bandas fueron utilizadas las soluciones de coloración coomassie R250 (Brilliant Blue R 

0,025%, metanol 40%, ácido acético 10% y H2O ultrapura 50%) y solución decoloración 

(metanol 40%, ácido acético 10% y H2O ultrapura 50%).

3.3 Complejo ribonucleoproteico

Fueron  realizados  ensayos  en  termociclador  CFX  Opues  96  (BioRad)  con 

programa 37°C con lecturas de 1 minuto X30. Los complejos fueron ensamblados (Tabla 

4) utilizando concentración total (sin diluir) y concentración diluida a 50 nM (1:1), tanto 

para proteína como para crRNA. Se utilizó sonda P2_Denv FAM (Thermo Fisher) a una 

concentración 10 nM. A la vez, fueron utilizados buffer r2.1 y buffer 10X complejo (Tris-HCl 

200 mM pH 7,5, NaCl 1 M, MgCl2 100 mM, DTT 100 mM, BSA 1 mg/mL).

Tabla 4. Ensamblaje del Complejo Ribonucleoproteico

Reactivo RNP control positivo RNP control negativo

H2O libre de RNasa 14 µL 15 µL

Buffer 10X 2 µL 2 µL

AsCas12a 50 nM 1 µL 1 µL

crRNA (ssRNA) 50 nM 1 µL -

Diana (dsDNA) 1 µL 1 µL

Sonda FAM 10 nM 1 µL 1 µL

Volumen total 20 µL 20 µL

Fuente: autoría propia.

3.4 Extracción RNA de muestras de aguas residuales

Son entregadas muestras de aguas residuales de puntos estratégicos en la ciudad 

de Foz do Iguaçu, Paraná. La colecta es realizada por la empresa SANEPAR en convenio 
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con Itaipú Parquetec y entregada al Laboratorio de Biología Molecular para análisis físico-

químico  y  molecular.  Al  tratarse  de  datos  sensibles,  los  puntos  de  colecta  serán 

enumerados y sólo será presentada la información ct (RT-qPCR) de las muestras reales 

utilizadas en el ensayo de validación.

En un tubo tipo Falcon 50 mL fue colocado Polietilenoglicol (PEG) 800 4 g, cloruro 

de sodio  0,9  g  y  muestra  de  aguas residuales  hasta  completar  los  50  mL.  Estos  se 

homogeneizaron hasta disolver todas los reactivos y dejarlos en reposo por 1 hora a 4°C.

Las muestras fueron centrifugadas a 15.000 g por 1 hora a 4°C, descartado el 

sobrenadante y recuperado el pellet con PBS 1X 400 mL y aumentado con Fenol 1 mL. 

Las muestras son homogeneizadas en vortex y centrifugadas a 12.000  g por 10 minutos 

a 4°C. Para la extracción de RNA fue utilizado el PureLink RNA mini kit utilizando 400 uL 

de fase superior de la muestra previamente centrifugada.

3.5 Producción de un complejo ribonucleoproteico in vivo

Se realizó una búsqueda actualizada de secuencias genéticas para los serotipos 

del virus del Dengue. Fue verificada la conservación de secuencias por cada serotipo y 

entre ellos por medio de plataforma Crustal Omega y posterior búsqueda de sitios PAM 

(TTTN).  A la  vez,  fue  realizada  una  búsqueda  bibliográfica  del  sitio  de  repetición  de 

Acidaminococcus sp. conservadas.

Fueron  diseñados  dos  plásmidos  para  la  producción  de  crRNAs  in  vivo y  sus 

respectivos controles positivos.
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4 RESULTADOS

4.1 Diseño crRNAs

4.1.1 Análisis bioinformático y diseño de crRNAs in silico

Los  crRNAs  diseñados  con  las  secuencias  Promotor  T7,  Scaffold  y  secuencia 

específica de DENV (Figura 12), compuestos por las siguientes secuencias:

 Promotor T7: 5-CCCTAATACGACTCACTATAGG-3;

 Scaffold: 5-TAATTTCTACTCTTGTAGAT-3;

 Secuencia DENV-2: 5-AAACAGAGGATGGCGTGAACATG-3; y

 Secuencia DENV-3: 5-AAATCCAGCCATTCTTGGCTTTG-3.

La síntesis de primers oligonucleótidos fueron:

 Primers Oligonucleotideo UFO: 

5-CCCTAATACGACTCACTATAGGTAATTTCTACTCTTGTAGAT-3;

 Primers Oligonucleotideo rev2a: 

5-CATGTTCACGCCATCCTCTGTTTATCTACAAGAGTAG-3; y

 Primers Oligonucleotideo rev3a: 

Figura 12. Diseño crRNA para la detección del DENV

 

Descripción: A corresponde al diseño de crRNA-DENV-2 y, B corresponde al diseño de crRNA-DENV-3.
Fuente: autoría propia, creada utilizando la plataforma Benchling.
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5-CAAAGCCAAGAATGGCTGGATTTATCTACAAGAGTAG-3.

El  diseño  del  control  positivo/diana  quedó  conformado  por  las  secuencias 

específicas de DENV y su PAM correspondiente (Figura 13). 

La síntesis de primers oligonucleótidos fue la siguiente:

 Primers Oligonucleotideo ctrl-F: 

5-CATGTTCACGCCATCCTCTGTTTTAAATTTAAAATC-3; y

 Primers Oligonucleotideo ctrl-R: 

5-CAAAGCCAAGAATGGCTGGATTTTAAATTTAAAACAG-3.

4.1.2 Amplificación por PCR y transcripción In Vitro

En el gel de agarosa 2% (Figura 14) se muestran la unión y amplificación primers 

oligonucleótidos sintetizados. Se puede observar la leve diferencia de tamaños, en donde 

primer UFO 42 nt, primer denv-2 37 nt, dsDNA DENV-2 65 pb, dsDNA DENV-3 65 pb, 

primer ctrl-R 37 nt y dsDNA diana 54 pb.

Figura 13. Diseño control positivo/diana

 
 

Fuente: autoría propia creada utilizando la plataforma Benchling.
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La cuantificación se detalla en la Tabla 5 y al realizar la conversión a moles se 

obtuvieron los siguientes resultados:

 Diana: dsDNA, 54 nt, 1.640,13 µg  = 4926,19 nM;

 crRNA-denv2: ssRNA, 43 nt, 5.498,83 µg =  398,5 nM; y

 crRNA-denv3: ssRNA, 43 nt, 5.849,37 µg = 423,9 nM.

Tabla 5. Cuantificación producto PCR de ensamblaje e IVT

Muestras ug/mL A260/280 A260/230

DENV-2 (dsDNA) 1.640,13 1,83 1,87

DENV-3 (dsDNA) 1.239,43 1,84 1,85

Diana/control positivo (dsDNA) 1.209,60 1,83 1,74

crRNA-2 (ssRNA) 5.498,83 2,18 2,52

crRNA-3 (ssRNA) 5.849,37 2,21 2,55

Fuente: autoría propia.

Figura 14. Gel de agarosa 2% PCR de ensamblaje

  
Descripción: UFO corresponde al  primers  oligonucleótido  sintetizado de 42 nt;  denv-2  corresponde al 
primers  oligonucleótido  sintetizado  de  37  nt;  DENV-2  y  DENV-3  corresponde  al  producto  de  PCR de 
ensamblaje para los crRNAs diseñados con tamaño de 65 pb cada uno; ctrl-R corresponde al  primers 
oligonucleótido sintetizado para control  positivo de 37 nt  y;  diana corresponde al  producto de PCR de 
ensamblaje para control positivo con tamaño de 54 pb.

Fuente: autoría propia.
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4.2 Producción proteína recombinante

4.2.1 Extracción DNA plasmídico y transformación en E. coli BL21 (DE3)

La cuantificación realizada de la extracción DNA plasmídico fue de 216,8 µg/mL, 

A260/280 1,89 y A260/230 1,89. Fueron transformadas de forma exitosa colonias de E. 

coli BL21 (DE3) con el plásmido AsCas12a (#114071, Addgene) (Figura 15) obteniendo 

colonias aisladas.

4.2.2 Transformación, inducción y lisis celular

En la Figura 16 se observa la inducción por IPTG 0,3 mM en E coli. BL21 (DE3) 

mediante SDS-page.

Fueron obtenidos 0,5468 g de en células inducidas (pellet) y utilizados 10,936 mL 

de buffer lisis. Fue realizado un gel SDS-page (Figura 17), donde se observan muestras 

de célula lisada y sonicada, tanto en pellet como en sobrenadante.

Figura 15. Transformación de cepas E. coli BL21 (DE3)

 
Fuente: autoría propia.
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Figura 17. Sonicado celular 

 
Descripción: muestra "sobrenadante sonicado" corresponde al producto de cepas inducidas, lisadas con 
buffer  y  sonicado  fase  liquida;  muestra  "pellet  sonicado"  corresponde al  producto  de  cepas  inducidas, 
lisadas con buffer y sonicadas fase sólida; muestra "sobrenadante lisis" corresponde al producto de cepas 
inducidas  y  lisadas  con  buffer  fase  liquida  y;  muestra  "pellet  lisis"  corresponde  al  producto  de  cepas 
inducidas y lisadas con buffer fase sólida.   

Fuente: autoría propia.

Figura 16. Inducción con IPTG cepas E. coli BL21 (DE3) con plásmido AsCas12a 

Descripción: BL21 corresponde al la cepa  E. coli  BL21 (DE3) utilizado como control negativo; Inducción 
corresponde al  resultado de la inducción por IPTG 0,3 mM donde se observa una granja destacada y 
marcada, siendo el peso de AsCa12a 151,3 kDa y; BL21/Cas12 corresponde a la cepa E. coli BL21 (DE3) 
transformada con el plásmido AsCas12a.

Fuente: autoría propia.
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4.2.3 Purificación proteína AsCas12a

Fueron realizadas 3 purificaciones de AsCas12a. La primera de ellas (Figura 18), 

AsCas12a fue dializada, la segunda (Figura 19) no se obtuvo proteína purificada y la 

tercera  (Figura  20)  AsCas12a  eluida  fue  utilizada  para  ensayo  Bradford  y  unión  de 

complejos.

Figura 18. Purificación I proteína AsCas12a 

Descripción: "Eluído" corresponde a proteína purificada mediante kit de purificación en la etapa de elución; 
"Ft1" a "Ft5" corresponden a frow-through obtenida una vez pasada por la membrana; "Lavado 1" y "Lavado 
2" corresponden al resultado de los lavados con buffer del kit.

Fuente: autoría propia.
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Figura 20. Purificación III proteína AsCas12a

Descripción: "Eluído P3" corresponde a la proteína AsCas12a purificada en la purificación III; "Eluído P2" 
corresponde a la proteína AsCas12a purificada en la purificación II; "Eluído P1"  corresponde a la proteína 
AsCas12a purificada en la purificación I; "L1-P3" corresponde a la muestra del lavado 1 de la purificación III;  
"L1-P1" corresponde a la muestra del lavado 1 de la purificación I; "L2-P3" corresponde a la muestra del  
lavado 2 de la purificación III y; "L2-P1" corresponde a la muestra del lavado 2 de la purificación I.

Fuente: autoría propia.

Figura 19. Purificación II proteína AsCas12a
  

  
Descripción: "L2-P1" corresponde a muestra del lavado 1 de la purificación I; "Eluído P1" corresponde a 
proteína AsCas12a purificada en purificación I; "Eluído P2"  corresponde a proteína AsCas12a purificada en 
purificación II; "L1-P2" corresponde al lavado 1 de la purificación II y; "Ft P2" corresponde al flow-through de 
las muestras de la putificación II.

Fuente: autoría propia.
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4.2.4 Cuantificación proteína AsCas12a

Mediante el ensayo Bradford, se obtuvo una concentración de AsCas12a eluida de 

13,361  µg/mL  y  al  realizar  la  conversión  de  valores,  se  obtuvo  192,27  mM  en 

aproximadamente 150 µL.

4.3 Complejo ribonucleoproteico

4.3.1 Prueba de unión de complejos

Se comprobó la  unión  de AsCas12a con crRNA-DENV3 en concentración  total 

(192,27:423,9) en buffer 10X complejo. La Figura 21 muestra la degradación de la sonda 

FAM en presencia de Diana a partir del minuto 12 y una estabilidad al minuto 13. Se 

observa también, un pico al inicio de la formación del complejo.

Los resultados de complejos a una concentración final 50 nM utilizado buffer r2.1 

se observa en la Figura 22 (DENV-2) e Figura 23 (DENV-3). En la cual no se observa la 

formación de curva de degradación. En el caso del complejo para DENV-2, se observan 

varios picos inestables durante el ciclo de reacción y en ambos complejos se observan 

picos al inicio de la unión del complejo.

Figura 21. Prueba de unión RNP para DENV-3 

 
Fuente: autoría propia. Software Bio-Rad CFX Maestro.
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Al realizar una  una unión de complejos en buffer  10X complejo se observa la 

formación  de  curvas.  En  el  caso  del  complejo  para  DENV-2  (Figura  24),  se  observa 

degradación del control negativo (H2O free) en dos de las muestras en triplicata. Por otro 

lado,  en  el  complejo  para  DENV-3  (Figura  25),  no  se  presentan  picos  en  el  control 

Figura 23. RNP 50 nM para detección de DENV-3 con buffer r2.1 

  
Fuente: autoría propia. Software Bio-Rad CFX Maestro.

Figura 22. PNP 50 nM para detección de DENV-2 con buffer r2.1 

 
Fuente: autoría propia. Software Bio-Rad CFX Maestro.
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negativo, pero sí  al  inicio de la unión del complejo.  Al  igual,  una de las muestras del 

control positivo presenta una curva fuera del padrón observado.

4.4 Complejo ribonucleoproteico in vivo

Al analizar las secuencias conservadas de un mismo serotipo y entre ellos, fueron 

seleccionadas  regiones  de  aproximadamente  200  nt.  Aumentando  la  probabilidad  de 

Figura 24. RNP 50 nM para detección de DENV-2 con buffer 10X complejo 

 
Fuente: autoría propia. Software Bio-Rad CFX Maestro.

Figura 25. RNP 50 nM para detección de DENV-3 con buffer 10X complejo 

  
Fuente: autoría propia. Software Bio-Rad CFX Maestro.
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detección de RNA del DENV en muestras de aguas residuales. A la vez, se adicionaron 

secuencias en común entre los serotipos. Los tamaños de las secuencias seleccionadas 

fueron para DENV-1 206 nt. (Figura 26), DENV-2 206 nt. (Figura 27), DENV-3 163 nt. 

(Figura 28), DENV-4 160 nt. (Figura 29), DENV-1,2,4 206 nt. (Figura 30) y DENV-2,3 218 

nt. (Figura 31).

Figura 28. Secuencia DENV-3 en el diseño de locus CRISPR

 
Fuente: autoría propia. Plataforma Benchling.

Figura 27. Secuencia DENV-2 en el diseño de locus CRISPR

 
Fuente: autoría propia. Plataforma Benchling.

Figura 26. Secuencia DENV-1 en el diseño de locus CRISPR

 
Fuente: autoría propia. Plataforma Benchling.
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Figura 30. Secuencia DENV-1,2,4 en el diseño de locus CRISPR

 
Fuente: autoría propia. Plataforma Benchling.

Figura 31. Secuencia DENV-2,3 en el diseño de locus CRISPR

 
Fuente: autoría propia. Plataforma Benchling.

Figura 29. Secuencia DENV-4 en el diseño de locus CRISPR

 
Fuente: autoría propia. Plataforma Benchling.
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A diferencia del  sitio  de repetición o scaffold  utilizado in  vitro,  se encontró una 

región mayor  en  Acidaminococus intestini.  Esta región es la  que permite la  unión del 

crRNA a la proteína, por ello, la síntesis de locus CRISPR (multiplex-crRNA) fue incluida 

al  inicio,  entre  regiones  de  detección  y  al  final.  Debido  a  secuencias  múltiples,  se 

diseñados dos plásmidos para crRNAs siendo locus I (Figura 32) y locus II (Figura 33). La 

diana por otro lado, integra todas las secuencias conservadas con un tamaño de 1159 pb. 

Figura 32. Diseño locus I

 
Fuente: autoría propia. Plataforma Benchling.

Figura 33. Diseño locus II

 
Fuente: autoría propia. Plataforma Benchling.
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5 DISCUSIÓN

El  DENV se  caracteriza  por  su  rápida  propagación  (PRESCOTT  et  al.,  2025), 

donde factores como el crecimiento urbano y demográfico se atribuyen a la propagación 

del  mosquito  Aedes  aegypti en  nuevas  zonas  geográficas  (GOLDING  et  al.,  2023). 

Metodologías como la vigilancia por medio de aguas residuales permite comprender la 

dinámica de transmisión de un determinado virus o patógeno en una población (LI et al., 

2024). A pesar de ello, en la actualidad existen pocos estudios de detección del DENV en 

aguas residuales, esto se debería a la baja carga de arbovirus en comparación a otros 

virus (HERNANDEZ  et al., 2025). Entre los casos registrados, fueron monitoreadas 2,5 

millones  de  personas  en  la  ciudad de  Miami,  USA,  donde se  informaron  165 casos. 

Fueron  confirmados  los  serotipos  DENV-2  y  DENV-3,  donde  DENV-3  fue  asociado  a 

viajes (71%) (WOLFE et al., 2023).

El  presente  estudio  demuestra  la  factibilidad  técnica  de  utilizar  el  sistema 

DETECTR  basado  en  AsCas12a  para  la  detección  del  virus  del  dengue  (DENV)  en 

matrices  de  alta  complejidad  como  las  aguas  residuales  (WOLFE  et  al.,  2023).  La 

expresión recombinante de AsCas12a en  E. coli BL21 (DE3) y su purificación posterior 

permitieron obtener una proteína catalíticamente activa,  como lo evidenciaron tanto el 

análisis por SDS-PAGE. Estos resultados concuerdan con reportes previos en los que 

AsCas12a expresada en bacterias ha mostrado una actividad robusta y adecuada para 

aplicaciones diagnósticas (QUINTERO et al., 2025), permitiendo además la reducción de 

costos en comparación con la importación de proteínas comerciales.

La  formación  del  complejo  ribonucleoproteico  (RNP)  reveló  una  marcada 

dependencia de las condiciones de reacción, particularmente de la composición del buffer 

y  de  la  proporción  proteína:crRNA.  Esta  observación  es  consistente  con  estudios 

recientes  que destacan que entre  los  componentes  críticos en ajustes de Cas12a se 

encuentran el crRNA, la proporción y la concentración óptima de la proteína (HE et al., 

2024). De hecho, la mínima variación en la concentración de sal o en la disponibilidad 

iónica del buffer resultó en fluctuaciones significativas en la intensidad fluorescente, lo 

cual coincide con lo descrito por JANG  et al. (2025) y VILLAVICENCIO, 2022, quienes 

señalan que  la actividad trans-cleavage de Cas12a es altamente sensible al  entorno 

químico,  especialmente  en  sistemas  one-pot  o  sin  preamplificación.  Los  ensayos  de 

detección utilizando dianas sintéticas de DENV-2 y DENV-3 mostraron que la eficacia de 

corte  no  es  homogénea  entre  serotipos,  lo  que  puede  atribuirse  a  diferencias  en 
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accesibilidad estructural de las regiones seleccionadas o a variaciones en el plegamiento 

del crRNA. Esta variabilidad refuerza lo propuesto por NIMSAMER et al. (2021), quienes 

recomiendan utilizar  dianas de múltiples  genes estructurales para mejorar  la  robustez 

diagnóstica, especialmente en virus con genomas altamente variables como DENV.

La aplicación del sistema en muestras reales de aguas residuales constituye uno 

de los resultados más relevantes del trabajo. A pesar de las limitaciones inherentes a esta 

matriz (presencia de inhibidores, fragmentación del material genético y baja concentración 

viral)  se  detectó  señal  asociada  a  muestras  con  valores  de  Ct  cercanos  a  35.  Este 

hallazgo  se  alinea  con  informes  previos  de  vigilancia  ambiental  donde  tecnologías 

CRISPR  han  demostrado  sensibilidad  suficiente  para  detectar  cargas  virales  bajas, 

comparables  al  límite  de  detección  de  RT-qPCR,  aun  en  muestras  no  ideadas  para 

ensayos isotérmicos (QUINTERO, 2024). La detección, aunque heterogénea, muestra el 

potencial  de  utilizar  DETECTR  como  una  herramienta  complementaria  en  la 

epidemiología  basada  en  aguas  residuales,  un  enfoque  particularmente  valioso 

considerando las tasas de subdiagnóstico de dengue reportadas en la región (DA SILVA et 

al., 2024; SECRETARIA DA SAÚDE, 2025).

La presencia de escisión inespecífica en algunos ensayos subraya la necesidad de 

optimizar la estequiometría del complejo RNP y las condiciones del buffer, así como de 

reducir la actividad basal de Cas12a. Aquí cobra relevancia la propuesta de un sistema 

multiplex-crRNA que apunte a la misma secuencia, el cual aumentaría la eficiencia de 

corte sin la necesidad de preamplificación y permitiría incluso la detección cuantitativa 

(ZHANG et al., 2023). En este trabajo se avanzó hacia dicho enfoque mediante el diseño 

conceptual de un  locus CRISPR multiespaciador para expresión in vivo, lo que podría 

mejorar  considerablemente  la  sensibilidad  y  reducir  la  variabilidad  entre  replicados. 

Además,  producir  complejos  RNP directamente  en  células  bacterianas  se  alinea  con 

iniciativas recientes orientadas a democratizar el acceso a diagnósticos CRISPR de bajo 

costo, aumentando la escalabilidad y reduciendo la dependencia de insumos importados 

(RANANAWARE et al., 2025).

En  conjunto,  los  resultados  obtenidos  indican  que  AsCas12a  y  el  sistema 

DETECTR  representan  una  plataforma  prometedora  para  la  detección  de  DENV  en 

contextos de vigilancia ambiental. No obstante, antes de considerar su implementación en 

rutina es necesario profundizar en la optimización de las condiciones de reacción, evaluar 

sistemáticamente  la  inhibición  por  matriz  y  estandarizar  la  preparación  de  muestras, 

posiblemente mediante un pretratamiento basado en RT-PCR con primers randómicos 
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para  garantizar  reproducibilidad  y  disminuir  falsos  negativos.  A  pesar  de  estas 

limitaciones, el presente trabajo constituye un avance significativo hacia el desarrollo de 

metodologías  diagnósticas  sensibles,  adaptables  y  económicamente  viables  para  la 

vigilancia epidemiológica de arbovirus en la región, y abre el camino para futuras mejoras 

basadas en multiplexación, uso de nuevas dianas y optimización operativa del sistema 

CRISPR-Cas12a.
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6 CONCLUSIONES

Se diseñaron y sintetizaron crRNAs dirigidos a regiones genómicas conservadas 

del  virus  del  dengue  para  los  serotipos  DENV-2  y  DENV-3.  Al  igual,  se  realizó  una 

producción y purificación de la proteína AsCas12a funcional de manera eficiente.

Fue validada la unión del complejo ribonucleoproteico, demostrando que el sistema 

DETECTR es funcional, pero su actividad depende de las condiciones estequiométricas y 

composición del buffer de reacción.

Fue desarrollada la metodología de extracción de RNA de aguas residuales en la 

ciudad de Foz do Iguaçu. Siendo evaluada la síntesis de primers randómicos específicos 

para la previa amplificación y evaluación de las muestras.

Aunque el sistema DETECTR representa una alternativa prometedora y sensible 

para la vigilancia ambiental del DENV, la implementación de esta herramienta en rutina 

laboratorial requiere de una optimización de reacción y amplitud de detección.

Fue diseñado un sistema in vivo para la producción de RNP locus múltiples. Esta 

optimización permitiría la reducción de costos y adaptabilidad a un sistema cuantitativo.
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