Virus de transmisién alimentaria: relevancia y métodos de deteccién
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Los microorganismos patégenos se encuentran entre los principales riesgos sanitarios asociados al
consumo de alimentos, y por ende repercuten en la seguridad alimentaria. Recientemente la
organizacién mundial de la salud ha elaborado un informe segtin el cual se estima que los
microorganismos patégenos son responsables de 600 millones de casos de enfermedades de
transmisién alimentaria y de 420.000 muertes anuales. Segun este informe, la enfermedad méis comtin
es la gastroenteritis (550 millones de casos), causada principalmente por los norovirus humanos (120
millones) y Campylobacter spp. (96 millones) (WHO, 2015).

Los virus de transmisién alimentaria, o virus entéricos, son responsables de diversas patologias desde
gastroenteritis, normalmente leves, hasta patologfas més graves como hepatitis agudas, miocarditis o
incluso meningitis o encefalitis aséptica. En los dltimos afios, se ha producido un aumento en el
niimero de brotes de transmisién alimentaria causados por estos patogenos. Esto supone un importante
problema de salud publica, ocasionando graves problemas sanitarios en algunos grupos de poblacion,
como personas inmunodeprimidas o ancianos ademds de tener importantes repercusiones econémicas.
Los virus de transmisién que mds preocupan hoy en dia en seguridad alimentaria son los norovirus
humanos (NoV), causantes de gastroenteritis, el virus de la hepatitis A (HAV), y mas recientemente el
virus de la hepatitis E (HEV) que causan cuadros de hepatitis agudas. Segln los dltimos datos
publicados en Estados Unidos y Europa, los NoV son el primer agente causal de enfermedades de
transmisién alimentaria (responsables etiolégicos del 36 % y 9,8 % de los brotes, respectivamente), y
se sitdian entre los cinco patégenos responsables de las enfermedades de transmisién alimentaria que

suponen un mayor coste econdmico.

Los virus entéricos son transmitidos principalmente por la via fecal-oral y, por tanto, pueden estar

potencialmente presentes en alimentos que hayan sufrido contaminacién directa con materia fecal, 0 a

s

través de aguas contaminadas. Los principales alimentos involucrados en infecciones virica
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transmitidas por alimentos son los moluscos bivalvos, las verduras y ensaladas, las frutas tipo baya,
asf como también los alimentos preparados y listos para su consumo que hayan sido contaminados por
manipulacién incorrecta después de su preparacién o cocinado. Por otra parte, recientemente se ha
demostrado un aumento de la incidencia de casos de hepatitis E asociado al consumo de productos

c4rnicos y sus derivados (Kupferschmidt, 2016).

La importancia de los virus entéricos en el campo de la seguridad alimentaria se pone de manifiesto

por el interés mostrado por distintos organismos internacionales. Entre ellos destaca la comision del
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Codex Alimentarius, que publicé un documento sobre la importancia de los virus de transmision
alimentaria. En dicho documento se pone de manifiesto la importancia de desarrollar ciertos aspectos
cientificos y técnicos con la finalidad de reducir las infecciones viricas transmitidas por los alimentos.
El plan estratégico a seguir menciona la necesidad de desarrollar métodos répidos de diagndstico,
estudios para establecer la correlacién entre infectividad y deteccién molecular y, finalmente, estudios
sobre la efectividad de los procesados alimentarios para la inactivacion de virus entéricos (CX/FH
08/40/9). En este sentido, la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) también ha publicado
diversas directrices sobre la relevancia y el control de virus en alimentos; en linea con las directrices
sobre principios generales de higiene para el control de virus en alimentos (CX/FH 10/42/5)
elaboradas por la comisién Codex. En estos documentos se subraya que el control de los riesgos en
alimentos debe empezar durante la produccién agricola o animal y continuar durante toda la cadena
alimentaria (“de la granja a la mesa”). En este aspecto, los virus de transmision alimentaria requieren
especial atencién debido a que se comportan de manera diferente a los patégenos bacterianos, y las
medidas de control implementadas actualmente en la industria alimentaria no han sido evaluadas o no
son efectivas para la inactivaci6n de virus entéricos. En el campo de la seguridad microbioldgica de
los alimentos es necesario, por tanto, conocer el riesgo real que supone la presencia de los virus

entéricos en los alimentos, asi como aquellas condiciones que garanticen la seguridad microbiolégica

del alimento.

Métodos para la deteccién de virus en alimentos

La deteccién de virus entéricos es especialmente compleja ya que la mayoria de estos patdgenos no
replican ficilmente en cultivos celulares, en general se encuentran en concentraciones muy bajas, la

contaminaci6n virica puede no ser uniforme y los virus entéricos pueden encontrarse internalizados en

los alimentos.

La deteccién de virus en alimentos se ha visto incrementada exponencialmente en los dltimos afios,
estableciéndose métodos de deteccién basados en técnicas moleculares, principalmente RT-qPCR cuya
normalizacién (ISO 15216-1:2017 y ISO/TS 15216-2:2013) y validaci6n (Lowther et al., en prensa) en
determinadas matrices (agua embotellada, superficie de alimentos, moluscos bivalvos, frutos rojos y
hortalizas de hoja) han sido recientemente publicadas para NoV genogrupo 1y II, y HAV.
Desafortunadamente, hasta la fecha, no existen métodos estandarizados para la deteccién y
cuantificacién del HEV en muestras de alimentos, a pesar de ser una de las prioridades establecidas

recientemente por la agencia europea de seguridad alimentaria (EFSA, 2017).

El anilisis de virus en alimentos consiste en una etapa inicial de separacién de los virus de la matriz
alimentaria, seguido de la concentracién de virus y purificacién, disefiada para reducir el volumen de

muestra y eliminar algunos de los compuestos de la matriz mientras que simultdneamente se recupera




la mayor parte de los virus contaminantes. Posteriormente se realiza la extraccién de acidos nucleicos,

y deteccién y cuantificacién mediante RT-qPCR.

La metodologia descrita en las ISO 15216-1:2017 y ISO/TS 15216-2:2013 incluyen diversos controles
para evaluar la presencia de inhibidores y determinar la eficacia del proceso de extraccién mediante e]
uso de un control de proceso, generalmente el mengovirus. Todo ello hace que el anlisis de virus en
alimentos tenga un coste econémico elevado. A pesar de esto, el método ISO se est4 utilizando en
laboratorios de control de aguas y alimentos; y actualmente diversos laboratorios nacionales han
acreditado estos procedimientos por ENAC. Ademds, estos procedimientos estdn siendo utilizados a
nivel fronterizo para la inspeccion de alimentos de riesgo por contaminacién virica, y durante el periodo
2017-2018 se ha informado de 81 alertas de contaminacién por virus entéricos en el sistema de alerta
rapida para alimentos y piensos (RASFF, https://webgate.ec.europa.eu/rasff-
window/portal/?event=SearchFormé&cleanSearch=1), 94 de ellas causadas por NoV y 6% por HAV.
Los moluscos bivalvos han protagonizado la mayoria de las alertas publicadas (73%); mientras que los

frutos rojos han originado un 23% de las alertas y las hortalizas (4%).

Por otro lado, estos métodos son répidos, sensibles y altamente especificos, pero al detectar genomas
no son capaces de diferenciar entre virus infecciosos y no infecciosos, y ello dificulta enormemente la
interpretacion de un resultado positivo en términos de analisis de riesgo. Con el fin de obtener una mejor
correlacién entre la deteccion por RT-qPCR vy la infectividad de la muestra se han investigado distintas

aproximaciones:

(i) recuperacién de NoV potencialmente infecciosos unidos selectivamente a mucina
gdstrica porcina;

(ii) tratamientos con nucleasas y / o enzimas proteoliticas antes de la extraccién para
eliminar cualquier sefial de cdpsides dafiadas;

(iii) PCR de fragmentos largos;

(iv) tratamientos con reactivos de viabilidad, ya sea con un paso de fotoactivacién (e
propidio y etidio de monoazida; PMA o EMA) o sin fotoactivacién (ej., compuestos de

platino y paladio).

Esta tltima aproximacidn, la PCR de viabilidad, se ha descrito para distintos virus entéricos inactivados
por calor, tratamiento con cloro, luz ultravioleta o altas presiones (Tabla 1), y en los dltimos afios se han
utilizado para la deteccién de estos patégenos en muestras de contaminacién natural, principalmente
muestras de agua. Ademads, distintos estudios han demostrado el potencial de estos procedimientos en

muestras de vegetales y marisco.
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A pesar de las mejoras incorporadas en los protocolos de PCR de viabilidad, la correlacién
con infectividad sigue sin ser absoluta dependiendo del virus o del tratamiento de
inactivacién aplicado. A pesar de ello, incorporar estos procedimientos en los anélisis de
rutina permitird una cuantificacién més precisa de los virus infecciosos presentes en los
alimentos, que constituye una herramienta muy util para la evaluacién de riesgos. Por otro
lado, el uso de las técnicas de secuenciacion masiva en muestras de aguas y alimentos
presenta un gran potencial tanto para la deteccién como para la identificacién de

secuencias viricas en aguas y alimentos.
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