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INTRODUCCION

Antes que nada es necesario precisar la amplitud del término virus en el marco de la
deteccion de virus en alimentos. A que virus nos referimos? Pues a aquellos virus que se transmiten
por ingestion y que por lo tanto se pueden adquirir mediante el consumo de alimentos contaminados.
A este tipo de virus se les denomina técnicamente virus de transmision fecal-oral, es decir virus que
se adquieren por ingestion y se excretan en las heces, o virus entéricos, es decir virus que replican en
el aparato digestivo. Existen mds de un centenar de virus distintos que pueden encontrarse como
contaminantes alimentarios como pueden ser Enterovirus, Aichivirus, Hepatovirus, Hepevirus,
Norovirus, Sapovirus, Rotavirus, Astrovirus y Adenovirus entre otros. Sin embargo, la gran mayoria
de brotes de gastroenteritis y hepatitis viricas de transmision alimentaria se han asociado a Norovirus
(NoV) y Hepatovirus, comunmente llamado virus de la hepatitis A (HAV) (Tabla 1), con lo cual se
han convertido en las principales dianas de la virologia de alimentos.

Las infecciones por NoV son muy comunes (Lopman et al 2003; Mead et al 1999) y van a
més debido a la constante emergencia de nuevas cepas asociada a la replicacion en dindmica de
quasiespecies de los virus RNA. La situacion con el HAV es bastante distinta puesto que a pesar de
replicar en quasiespecies (Sanchez et al 2003a) posee fuertes restricciones estructurales en su capside
(Sénchez et al 2003b) que impiden la emergencia de nuevos serotipos (Aragonés et al 2008) con lo
cual la vacuna existente es de amplia proteccion. Sin embargo, dicha vacuna es muy cara y de uso
restringido en paises del Tercer Mundo donde por otra parte es muy necesaria debido a la deficiente
situacion higiénico-sanitaria. Ademas no hay que olvidar que mientras una gastroenteritis por
Norovirus cursa durante 48-72 horas, una hepatitis A cursa durante un minimo de 3-4 semanas.

En la actual situacion de comercio global las infecciones viricas entéricas transmitidas por
alimentos estan cobrando mucha importancia (Tabla 1), lo cual hace necesario establecer un cierto
control sobre la calidad virica de los alimentos. Entre los alimentos més susceptibles de estar
contaminados en origen y responsables de grandes brotes cabe destacar en primer lugar el marisco
por su capacidad filtradora y concentradora de los potenciales virus que puedan haber en el entorno
marino y por otro las verduras y frutos tipo baya regados con aguas contaminadas. Sin embargo el
control de la calidad virica de este tipo de alimentos se hace muy dificil debido a tres motivos:
primero las dificultades técnicas de la deteccion de virus, segundo el gran volumen de producto que
puede llegar a la unidad de toneladas y tercero el bajo precio de muchos de estos productos que no

permite la gravacion econdmica del valor afadido de la seguridad viral. Llegados a este punto
vayamos a tratar como manejar la situacion.

TECNICAS DE DETECCION DE VIRUS EN ALIMENTOS

En el diagndstico clinico de virus son muy comunes las pruebas seroldgicas de deteccion de
anticuerpos especificos contra los virus a identificar. Sin embargo las pruebas serolégicas no tienen
sentido en la deteccion de virus en alimentos puesto que en este caso es el antigeno el objeto de
interés. Alternativamente se pueden también usar técnicas de deteccién de virus que se basan en el
aislamiento del virus en cultivo celular o su deteccion por técnicas inmunolégicas. Sin embargo estas
técnicas son dificilmente aplicables al mundo alimentario, por un lado porque los virus diana (HAV
y NoV) no replican de forma rutinaria en cultivo celular y por otro porque las técnicas inmunolégicas




no ofrecen la sensibilidad necesaria para detectar las bajas cargas viricas de los alimentos
contaminados. En cuanto a la replicacion en cultivo celular sdlo destacar que muy recientemente se
han hecho avances en cuanto a la posibilidad de replicar cepas salvajes del HAV (Konduru & Kaplan
2006) y de NoV (Straub et al 2007) en sistemas celulares, pero que todavia es muy prematuro para
afirmar que los sistemas de cultivo propuestos sean aplicables a la deteccion rutinaria de dichos
virus.

Todo ello deriva en la necesidad de recurrir a sistemas moleculares de deteccidon y
amplificacidn de acidos nucleicos viricos y concretamente en el caso del HAV y NoV, que como se
ha dicho son virus de genoma RNA, a la técnica de la RT-PCR.

TECNICAS MOLECULARES PARA LA DETECCION DE VIRUS EN
ALIMENTOS: PERSPECTIVAS Y LIMITACIONES

Aunque se han descrito otras alternativas como el NASBA (nucleic acid sequence-based
amplification) (Jean et al 2001; Jean et al 2004) para la detecciéon de virus RNA, la RT-PCR
(Retrotranscription-Polymerase Chain Reaction) sigue siendo la técnica mas utilizada. Una
modificacion de ésta, la RT-PCR a tiempo real (Real Time RT-PCR), hace uso de la adicion de
marcadores fluorescentes y permite no so6lo la amplificacion y deteccidon sino ademas la
cuantificacion del nimero de copias genémicas. La ventaja de la cuantificacion hace de esta nueva
técnica una herramienta de gran valor para determinar la seguridad virica de los alimentos. Aunque
existen diversas quimicas para la incorporacion de la fluorescencia la mas usada por su
reproducibilidad es la tecnologia TagMan que hace uso de una sonda marcada.

Para el desarrollo de una RT-PCR a tiempo real es muy importante 1) establecer un buen
disefio de primers y sonda para obtener resultados fiables, robustos y de amplio espectro, 2)
optimizar las condiciones del programa de amplificacion para tener la maxima sensibilidad y 3)
determinar la molécula mas adecuada para la construccién de las curvas estdndar de cuantificacion
para asegurar una titulacion correcta (Pinté & Bosch 2008).

El primer aspecto, el disefio de primers y sonda es de vital importancia, sobretodo en el
mundo de los virus RNA, para garantizar la deteccion de todas las posibles variantes viricas por un
lado v la robustez de la cuantificacién de todas estas variantes. Para ello hay que llevar a cabo
analisis de alineamiento de secuencias con todos los genomas existentes para un determinado virus, a
fin de poder determinar las mejores regiones en cuanto a nivel de conservacion de nucledtidos. Estas
regiones altamente conservadas suelen coincidir con regiones altamente estructuradas del RNA, es
decir aquellas regiones del RNA donde la propia estructura secundaria tiene un papel funcional
dando sefiales para la interaccidn con proteinas viricas y celulares involucradas en la replicacion y
expresion gendmica. Concretamente en el caso del HAV, al tratarse de un picornavirus, posee un
extremo 5°no codificante (5°NCR) en su RNA que se halla altamente estructurado y que contiene el
sitio de entrada del ribosoma (Internal Ribosome Entry Site IRES). Esta region imprescindible para
llevar a cabo la traduccidn cap-no dependiente es una excelente candidata para el disefio de primers y
sonda. En el caso de NoV existe una region de solapamiento entre el ORF1 y ORF2 que también
posee estructuras secundarias destinadas en este caso a sefializar donde el ribosoma debe llevar a
cabo un cambio de pauta de lectura mediante la vuelta atras de dos nucleotidos.

El segundo aspecto hace referencia a la optimizacién de los pasos criticos de las reacciones
moleculares de la RT-PCR a tiempo real, como adecuar temperatura y tiempo de la RT, temperatura
y tiempo de la desnaturalizacion, temperatura y tiempo de la hibridacion de primers y sonda y
temperatura y tiempo de la extension.

Finalmente es imprescindible determinar cuél es la mejor molécula para ser usada como
patron en la curva estandar de cuantificacion. Existen tres posibilidades el propio genoma virico, un
ssRINA idéntico a la diana a detectar y un dsDNA idéntico al amplimero. La primera alternativa no es
en la practica adecuada puesto que exige trabajar con grandes cantidades de virus patogenos. Entre la
segunda y la tercera los datos empiricos demuestran que mejor la segunda probablemente por
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problemas de sobreestimacion de la concentracién de ssRNA después de llevar a cabo una
transcripcion in vitro.

Hechas estas consideraciones estamos ya a punto de cuantificar los virus diana en alimentos.
Sin embargo, cuando los titulos de genomas viricos/g obtenidos por estas técnicas moleculares de
cuantificacion se relacionan con los datos reales de niveles de ataque asociados al consumo de estos
alimentos, todas las previsiones de riesgo de infeccion fallan. Concretamente en un brote de hepatitis
A asociado al consumo de marisco contaminado (Sanchez et al 2002) se determinaron dosis de
0.0025 virus infecciosos/g, después del proceso de coccion al que se someti6 el marisco (100 copias
genomicas/g antes del procesado), asociadas a niveles de ataque reales del 50%. Es decir suponiendo
un consumo de 60 g de marisco, que contendrian tan s6lo 0.15 virus infecciosos, la probabilidad de
infeccion seria del 50%. Es evidente que debe de haber algin eslabén perdido.

ESTANDARIZACION DE LOS PROTOCOLOS DE DETECCION DE VIRUS
EN ALIMENTOS

El eslabén perdido corresponde a la falta de medidas correctoras de aquellos pasos criticos
del proceso. Ello se puede resolver mediante la adopcion de medidas de control de calidad. Los
puntos mas criticos de todo el proceso de determinacién del titulo de genomas viricos en un alimento
son la extraccion de virus y acidos nucleicos y la reaccion de RT-PCR, principalmente el paso de RT.
Con el fin de controlar ambos pasos lo mas idoneo es afiadir concentraciones conocidas de virus y
ssRNAs previamente a la ejecucion de los citados procesos. Lo maés dificil es escoger correctamente
estos controles a afiadir.

En cuanto al control de la extraccion lo mas idéneo es utilizar un virus animal, un
bacteri6fago o un armored RNA. Sin embargo, tanto los bacteriofagos como los armored RNA, que
son capsides del fago MS2 con un RNA diana en su interior, presentan el problema de poseer una
capside que a pesar de tener una estructura parecida a la de los virus entéricos quimicamente es muy
distinta y por lo tanto no modelizarian correctamente el comportamiento de éstos. Por lo tanto lo mas
aconsejable es usar virus estructural y quimicamente similares como el picornavirus Mengo
(Costafreda et al 2006) o los calicivirus murino y felino (Cannon et al 2006). Cualquiera de estos
virus se puede cuantificar y afiadir a concentraciones conocidas a la muestra a fin de determinar la
eficiencia de los procesos de extraccion de virus y dcidos nucleicos.

En cuanto a los controles de las reacciones de RT-PCR, lo ideal es disponer de moléculas de
ssRINA amplificables con los mismos primers y de longitud similar. Lo mas practico es modificar los
amplimeros mediante la introduccién de nuevas dianas de restriccion, su clonaje en un vector de
transcripcion y la obtencién de los correspondientes trénscritos (ssRNA). Estas moléculas se
cuantificaran y se afiadiran a concentraciones conocidas para determinar la eficiencia de la RT-PCR.

Evidentemente no hay que olvidar que ademas el control de calidad exige siempre incorporar
controles negativos de extraccion, RT y PCR.

Aplicando este tipo de controles la cuantificacion es mucho més aproximada a la realidad y
adoptando estas correcciones se obtienen valores de estimacion del riesgo de infeccidn tras el
consumo de alimentos contaminados mucho mas acordes con el nivel de ataque real. En el ejemplo
expuesto anteriormente los titulos corregidos del HAV en el marisco una vez cocinado serian de 2.5

virus infecciosos/g, y esta dosis presenta unos niveles de riesgo estimados del 41% mucho mas
cercanos a los reales que fueron del 50%.

RETOS ACTUALES EN LA DETECCION DE VIRUS EN ALIMENTOS

De todo lo dicho hay que concluir que en la actualidad se disponen de las herramientas para el
control de la presencia/cuantificacion de virus en alimentos. Sin embargo, todavia hay toda una serie
de cuestiones que resolver: 1) Cientificamente sigue estando por determinar el significado de una
copia genomica, desde la perspectiva de la infectividad. 2) Desde una perspectiva de salud publica
hay que decidir si se amplian los virus diana. 3) Estadisticamente sigue sin resolverse el tema del




muestreo significativo, asi como todos los temas de incertidumbre de la cuantificacion. 4)
Legalmente se requiere establecer normas. 5) Econdmicamente hay que decidir cuando se analizan
los alimentos, siempre o cuando existen indicios de contaminacion, analisis prospectivo o
retrospectivo. 6) Y finalmente hay que decidir quién lleva a cabo estos anélisis los productores, los
distribuidores o la administracion.

Responder estas cuestiones es de vital importancia para la futura implementacion del control
de virus en alimentos y evidentemente requiere de mas de una reflexidon por parte de cientificos,
gestores ¢ industriales.

BIBLIOGRAFIA

Aragones, LL., A. Bosch, and R.M. Pint6. 2008. Hepatitis A virus mutant spectra under the
selective pressure of monoclonal antibodies: codon usage constraints limit capsid variability.
(En Prensa)

Cannon, J. L., E. Papafragkou, G. W. Park, J. Osborne, L. A. Jaykus, and J. Vinje. 2006.
Surrogates for the study of norovirus stability and inactivation in the environment: A
comparison of murine norovirus and feline calicivirus. J. Food Prot. 69:2761-2765.

Costafreda, M. L., A. Bosch, and R. M. Pinto. 2006. Development, evaluation, and standardization
of a real-time TagMan reverse transcription-PCR assay for quantification of hepatitis A virus
in clinical and shellfish samples. Appl. Environ. Microbiol. 72:3846—-3855.

Jean, J, Blais, B, Darveau, A, and, Fliss, and 1. 2001. Detection of hepatitis A virus by the nucleic
acid sequence-based amplification technique and comparison with reverse transcription-PCR.
Appl. Environ. Microb. 67:5593-5600.

Jean, J., D. H. D’Souza, and L. A. Jaykus. 2004. Multiplex nucleic acid sequence-based
amplification for simultaneous detection of several enteric viruses in model ready-to-eat foods.
Appl. Environ. Microbiol. 70:6603—6610.

Konduru, K., and G. Kaplan. 2006. Stable growth of wild-type hepatitis A virus in cell culture. J
Virol. 80:1352-1360.

Lepman, B. A., M. H. Reacher, Y. van Duijnhoven, F. X. Hanon, D. Brown, and M. Koopmans.
2003. Viral gastroenteritis outbreaks in Europe, 1995-2000. Emerg. Infect. Dis. 9:90-96.
Mead, P. S., L. Slutsker, V. Dietz, L.. F. McCaig, J. S. Bresee, C. Shapiro, P. M. Griffin, and R.
V. Tauxe. 1999. Food-related illness and death in the United States. Emerg. Infect. Dis. 5:607—

625.

Pinté, R.M., and A. Bosch. 2008. Rethinking virus detection in food. In: Foodborne Viruses:
Progress and Challenges. Koopmans, M., Bosch, A. and Cliver, D (Eds). ASM Press.

Sanchez, G., R. M. Pinte, H. Vanaclocha, and A. Beosch. 2002. Molecular characterization of
hepatitis a virus isolates from a transcontinental shellfish-borne outbreak. J. Clin. Microbiol.
40:4148-4155.

Sénchez, G., A. Bosch, G. Gomez-Mariano, E. Domingo, and R. M. Pint6. 2003. Evidence for
quasispecies distributions in the human hepatitis A virus genome. Virology 315:34-42.

Sénchez, G., A. Bosch, and R. M. Pint6. 2003. Genome variability and capsid structural constraints
of hepatitis A virus. J. Virol. 77:452-9.

Straub, T. M, K. Honer zu Bentrup, P. O. Orosz-Coghlan, A. Dohnalkova, B. K. Mayer, R. A,
Bartholomew, C. O. Valdez, C. J. Bruckner, C. P. Gerba, M. Abbaszadegan, and C. A.
Nickerson. 2007. In vitro cell culture infectivity assay for human noroviruses. Emerg. Infect.
Dis. 13:396-403.

N O N O

LN BN BN B



. = m
o ) A o
@ < ) Q

d
a

I

%) S
= i [P w2

[l fo - p

a
“anada
hin

—
\

A 0 o o = (= o )
o) &> N w Vo) (o= st < ) N
€2) D ot o~ e N =t o O N

17}
«
5]
) o
Pt L,
m - - 3
- w) N o p—
() s o3 Q
S i — fou!
o i = =
(o] () O N a0
%m. (w0} (@)Y N o~ o
= (@) (@) @p) N N
iy e o o e -




UNIVERSITAT D8 BARCTE

Fivae Eténes
A R A
fop, Yerodini

Deteccion de virus en alimentos:
perspectivas v limitaciones

Rosa M. Pintd

Enteric Viruses

ORI
Enterovirus
Poliovirus
Parechovirus
Nipah virus
TBE

Hepatitis A
Hepatitis E

Norovirus
Sapovirus
Rotavirus
Astrovirus
Adenovirus
Aichivirus
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GLOBAL DISTRIBUTION OF
HEPATITIS A VIRUS INFECTION
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