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OBJETIVOS
Objetivo General:

Llevar a cabo una investigacion sobre la presencia de virus en alimentos,
demostrando la importancia de realizar estudios para conocer la estructura,
composicion, mecanismos de transmision, interacciones con los alimentos, asi

como las formas de deteccion, cuantificacion y confirmacion.
Objetivos Particulares:

v Llevar a cabo una recopilacion de informacion y datos sobre la importancia
de la presencia de virus en alimentos.

v' Conocer la estructura, composiciébn, mecanismos de transmision y
clasificacion de distintos tipos de virus.

v" Analizar y estudiar los virus emergentes que existen en la actualidad, asi
como las propuestas por parte de la OMS y OPS para poder contrarrestar las
epidemias o pandemias que surjan a partir de virus.

v Investigar y analizar los principales casos en matrices alimentarias, dénde la
presencia de virus resulte benéfica o maléfica.

v' Investigar la importancia de la presencia de los principales virus en
Alimentos, asi como su mecanismo de infeccion, qué efectos pueden causar
en la matriz alimentaria, asi como su posible prevencion y evaluacion de
riesgos.

v" Investigar y conocer los métodos de deteccién y control de virus en

Alimentos.
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JUSTIFICACION

En la actualidad, se sabe que los virus son agentes microscépicos causantes de
enfermedades, que se transmiten de una persona o animal a otro. Se tiene
familiaridad con los virus del "resfriado" y la "gripe"; ocurrié una pandemia mundial
de ébola, influenza y actualmente de Covid-19. Incluso, podemos ser conscientes
de que los virus también se utilizan para transmitir genes a las células, con fines de

terapia génica o ingenieria genética.

Por otra parte, se tiene la problematica de la contaminacion viral en alimentos,
los virus pueden llegar al medio ambiente y contaminar a las matrices
alimentarias por diversas vias: ya sea a través del agua usada para consumo
humano, o bien, por medio del empleado en cultivos vegetales, abonos, cultivos de
moluscos bivalvos o en la preparacion de los alimentos, que pueden llegar a causar

graves enfermedades para el organismo.

Este proyecto sera de gran utilidad para aquellas personas o futuros profesionistas
gue necesiten saber o reunir un recuento conocimientos sobre los virus en
alimentos, sobre todo, aquellas personas que requieran llevar a cabo una deteccion
en algun producto alimenticio o se necesite para alguna aplicacion y asi, pueda
brindar informacion consistente sobre los diversos tipos de virus que existen, como
el banco de datos actualizado desde la clasificacion de virus, los programas llevados
a cabo por la OMS y OPS; hasta el método de deteccion viral, que permitan conocer

acerca del control y transmision de virus, para asi poder prevenir futuras pandemias.

Al analizar y estudiar los diversos virus emergentes que existen, las propuestas de
la OMS y OPS, plantean programas eficientes a seguir con distintas circunstancias
para contrarrestar posibles epidemias o pandemias, que puedan surgir por una
transmision en masa. Se reconocen diferentes métodos de deteccion en distintas
matrices alimentarias y la sintomatologia que podria causar, ayudando a su
deteccion y posible tratamiento, para frenar la propagacion del virus, de ésta forma,
se estudiaran algunos virus como el Norovirus, Parvovirus, Rotavirus o el virus de

la Hepatitis, entre otros.
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ALCANCE

El presente Trabajo Monografico de Actualizacion es una investigacion documental
con base en la revisién de fuentes bibliograficas nacionales e internacionales en
materia de virus, asi como de su participacion en alimentos, propuestas por parte
de la OMS y OPS, asi como los métodos de deteccion, cuantificacion, confirmacién
y nuevas tecnologias que existen en la actualidad. Lo anterior permitira establecer
una base documental para estudios de innovacion en cuanto a los estudios sobre

Virus en matrices alimentarias.

METODOLOGIA DE INVESTIGACION

Se establecié un esquema, en donde se dispuso a clasificar los temas a abarcar en
un calendario, asi, de esta forma es posible visualizar en forma ordenada tema por
tema, llevandose a cabo una recopilacion de temas, es decir, si se trata de
conocimientos basicos, se realizé una busqueda en libros que se encuentren en
bibliotecas digitales, sin embargo, si se realizé6 una busqueda mas personalizada
sobre hechos ocurridos en la actualidad o méas recientes, se recurrio a articulos
cientificos, asi como bases de datos para el conocimiento de cifras o datos
internacionales y la realizacion de algunos cursos en linea, como el de la
transmision, deteccidn y control de los virus emergentes presentes en alimentos por

parte de la OMS y OPS, para la deteccion, prevencion, respuesta y control.

Luego, se realiz6 un resumen que aprovecho la informacion de cada subtema, se
verificaron las fuentes o bibliografia de cada consulta, asi como los datos que se
fueron encontrando y la informacion fue colocada por medio de esquemas,
diagramas, tablas, etc.; que agilizé la visualizacion de la misma. El resumen por

semana fue de 5 a 10 cuartillas aproximadamente, de forma breve y concisa.

Después de haber terminado el proyecto, se le envid una copia del mismo al director
de tesis, quien verifico la informacion obtenida, asi como se realizaron comentarios

o discusiones del tema abarcado.
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CAPITULO 1. CARACTERISTICAS DE LOS VIRUS

Los virus son agentes infecciosos que deben ingresar a una célula huésped viva
para poder replicarse, siendo parasitos intracelulares obligados. La sintesis de
proteinas y acidos nucleicos (ADN y ARN) para su ensamblaje en nuevas particulas
de virus (viriones) requiere una fuente de energia (ATP), materiales de construccién
(aminoécidos y nucledtidos) y maquinaria de sintesis de proteinas (ribosomas)
suministrada por la célula huésped. La célula proporciona andamios (microtubulos,
filamentos, membranas) en los que los virus replican sus genomas y se ensamblan.
Por lo tanto, la célula es una fabrica que proporciona maquinaria de trabajo y
materias primas, puede o0 no continuar con los procesos celulares normales (ARNm
de la célula huésped y sintesis de proteinas) durante una infeccion viral. Los virus
tienen genomas de acido nucleico que estan rodeados y protegidos por capas de
proteinas llamadas capsides, protegiendo a los genomas de los peligros
ambientales y sirven para brindar genomas virales en nuevas células huésped.
Algunos virus tienen membranas lipidicas, llamadas envolturas que rodean la
capside (Fig. 1.1). Los virus son estructuras simples, no aumentan en namero por
division celular, se ensamblan a partir de proteinas y acidos nucleicos recién
sintetizados (bloques de construccion).

7 Ih g

Cx
o

y.

Capsid protein

Genome

(A)
- Capsid

— Maltrix protein

Genome (red) in association with protein (pink)
forms the nucleocapsid

A lipid bilayer derived from the host cell is
the envelope

Surface/envelope proteins
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Enveloped virus with icosahedral nucleocapsid
and a single envelope protein

FIGURE 1.1 Basic features of virions. Panel A On left, simple diagram of an unenveloped virus with icosahedral symmetry; on right, elec-
tron micrograph of calicvirus (Chapter 12: Family Caliciviridae). Panel B. On left, simple diagram of enveloped virus with a helical nudeccap-
sid; on right, electron micrograph of measles virus, a paramyxovirus (Chapter 20: Families Paramyxoviridae and Prewmoviridae). Panel C. On
left a simple diagram of an enveloped virus with an scosahedral nucleocapsid; on right, electron micrograph of hepadnavirus (Chapter 38:
Family Hepadnaviridae).

Fuente: https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/science/article/pii/B9780128031094000015

1.1 DIVERSIDAD EN EL MUNDO DE LOS VIRUS

Todos los virus tienen genomas de acido nucleico, pero algunos utilizan ADN como
material genético, mientras que otros tienen genomas de ARN. Los genomas virales
no siempre son moléculas de doble cadena; hay genomas de ADN y ARN viricos
de una sola hebra. Hay genomas

virales que consisten en una sola

1/4 cell

<=— 20 nm diameter
virus

100 nm diameter virus

molécula de acido nucleico, pero
algunos genomas estan segmentados.
Por ejemplo, los reovirus empaquetan
1112 piezas diferentes de ARN

bicatenario y cada segmento del

genoma codifica un gen diferente.

Algunos virus tienen envolturas de
FIGURE 1.2 Relative sizes of an animal cells and virions.

lipidos ademas de un genoma y una
capa de proteina. Las envolturas

. B Fuente: https://www-sciencedirect-
virales no son homogeneaS_ Se com.pbidi.unam.mx:2443/science/article/pii/B978012803109

4000015
pueden utilizar diferentes tipos de
membranas del hospedador y sus componentes de lipidos y proteinas especificos

pueden diferir. EI tamafio de los virus varia de 10 a 1000 nm (Fig. 1.2).
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https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/science/article/pii/B9780128031094000015

Los genomas virales varian en tamafio desde 3000 nucledtidos (nt) hasta mas de
1.000.000 pb. Los resultados de las infecciones virales son diversos. La infeccion
no siempre resulta en la muerte de la célula o del huésped. Algunos genes del
huésped se derivan de virus y han desempefiado un papel clave en la evolucién.

(Algunos virus de plantas son beneficiosos en ambientes extremos).

La evolucién retrograda consiste en parasitos intracelulares que perdieron la
capacidad de metabolismo independiente manteniendo solo los genes necesarios
para la replicacion, un ejemplo, son los poxvirus. También el origen de componentes
celulares de ADN y ARN, se basa en algunos genomas de ADN que se parecen a
plasmidos o episomas. Por otra parte, los virus evolucionaron junto con moléculas
primitivas autorreplicantes, este es el origen mas probable de los virus de ARN

descritos en la actualidad.

Los virus mas simples consisten en un genoma empaquetado en una capa o
capside de proteina, las cuales se ensamblan a partir de muchas copias de un solo
o algunos tipos de proteina. Algunos virus rodean sus capsides con una bicapa
lipidica llamada envoltura. Los sobres pueden derivarse de la membrana plasmatica
celular, la membrana nuclear u otras membranas intracelulares. Todos los virus
envueltos codifican proteinas asociadas con la bicapa lipidica. Por lo general, estan
glicosilados (por lo tanto, son glicoproteinas de la envoltura) y, a menudo, contienen
dominios de anclaje transmembrana. A menudo se proyectan desde la superficie
del sobre formando picos distintos. Muchos virus con envoltura tienen una proteina
de matriz colocada en el interior y asociada con la envoltura (a través de
interacciones directas con la membrana o mediante interacciones con las colas

citosolicas de las glicoproteinas de la envoltura).

La proteina de la matriz a menudo forma un vinculo entre la membrana y la
nucleocépside. El término nucleocépside se refiere a un complejo de acido nucleico

viral y proteina, se usa para referirse al ensamblaje de proteinas y acidos nucleicos
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dentro de un virus envuelto. Si las envolturas virales se lisan suavemente, se liberan

las nucleocéapsides.!

Las proteinas que se ensamblan para formar el virion (la particula extracelular) se
denominan proteinas estructurales. Un virus puede codificar proteinas adicionales,
pero no estan presentes en el virion. Dichas proteinas no estructurales tienen una
variedad de funciones en el ciclo de replicacion del virus, por ejemplo, las proteinas
no estructurales pueden modular las respuestas antivirales de las células, del
huésped y otras son enzimas como proteasas 0 polimerasas. Es importante tener
en cuenta: no estructural no significa no funcional o sin importancia. La mayoria de

las proteinas no estructurales son de hecho esenciales para la replicacién del virus.?

En términos simples, las capsides virales son paquetes de proteinas que protegen
al genoma. Sin embargo, no deben considerarse cajas estaticas, ya que son
estructuras dinamicas que ensamblan y empaquetan especificamente genomas
virales y dirigen la gemacion o liberacion de las células, mientras que las capsides

de los virus no envueltos median la union y la penetracion en la célula huésped.

Las capsides tienen dos formas basicas: helicoidales (en forma de varilla) o
icosaédricas (esféricas). Las capsides mas simples son conjuntos de muchas copias
de una sola proteina (a menudo llamada proteina de la capside). A medida que las
capsides se ensamblan, se estabilizan por las interacciones repetidas (en gran parte

electrostaticas) de los componentes basicos de la proteina de la capside.

La aparicion repetida de interfaces similares proteina-proteina, conduce a la
construcciéon de una capside simétrica. Un ejemplo, es la capside helicoidal simple
del virus del mosaico del tabaco (TMV), un virus vegetal, que se ensambla a partir
de muchas copias de una sola proteina de la cépside, formando interacciones
idénticas de lado a lado y de arriba a abajo con sus proteinas vecinas, como se
indica en la figura 1.3. Ademas de interactuar entre si, cada proteina de la capside

de TMV interactia con tres nucleotidos del genoma viral (ARN).

! Estructura 2 — Virus. Enlace: https:/ /www-sciencedirect-
com.pbidi.unam.mx:2443 /science/article /pii/B9780128031094000027
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Las proteinas de la capside estdn empaquetadas estrechamente alrededor del ARN
y forman una varilla rigida cuya longitud esta determinada por la longitud del
genoma. No todas las capsides helicoidales son varillas rigidas, muchos virus de
origen animal que estan envueltos, tienen nucleocapsides helicoidales muy flexibles
rodeadas por una envoltura. Los virus con capsides esféricas tienen simetria
icosaédrica. Las capsides que varian de las definiciones de hélice o icosaedro a
veces se denominan "complejas". Por ejemplo, hay virus de bacterias
(bacteriéfagos) con "cabezas" icosaédricas, "colas" en forma de varillas y "fibras"
largas que se extienden desde las colas.

LAS CAPSIDES SE CONSTRUYEN A PARTIR DE MUCHAS COPIAS DE UNO O
MUCHOS TIPOS DE PROTEINA.

Las limitaciones bioldgicas requieren que las capsides se ensamblen a partir de
multiples copias de una 0 unas pocas proteinas pequefias (generalmente en el
rango de 2060 kDa). Una consideracion clave del ensamblaje es el tamafio relativo
de un aminoacido y el coddn triple para ese aminoacido. El tamafio medio de un
aminoéacido es 110 daltons (Da) mientras que el tamafio medio de un coddn triplete
es aproximadamente de 1000 Da. El codon es considerablemente mas grande que
el aminoéacido, por lo que requiere muchas copias de cualquier aminoacido para

empagquetarlo.

Un solo polipéptido siempre es fisicamente mas pequeiio que el gen que lo codifica.
Afortunadamente, la traduccion produce muchas copias de una proteina de cada
ARNmM. Otra limitacion biolégica del tamafio de una proteina de la capside es su
capacidad para plegarse. Los polipéptidos pequefios pueden plegarse con fuerza,
mientras que los mas grandes no pueden plegarse sin dejar huecos en la estructura;
las lagunas pueden hacer que el genoma sea susceptible a dafios ambientales. La
fidelidad de la sintesis de proteinas es otro problema que limita el tamafio de una

proteina de la capside dependiendo del tipo de virus (Fig 1.4).2

2 Estructura 2 — Virus. Enlace: https://www-sciencedirect-
com.pbidi.unam.mx:2443 /science/article /pii/B9780128031094000027
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(8) Twolold Fivefold

FIGURA 15 Capsids come in two basic shapes helices (rods shown on left) and spherical particles with cosahedral symmetry (shown on
right). (A) The red and blue bars on the helical virus indicate sites of repeating contacts between subunits. Red bars indicate side-to-side contacts.
Blue bars indicated top to bottom contacts. (B) The two, three and five fold axes symmetry are indicated for this simple icosahedral capsid.

Fuente: https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/science/article/pii/B9780128031094000027

Calicivirus Adenovirus

Picornavirus Reovirus Astrovirus Birnavirus

FIGURE 1 + Examples of unenveloped viruses.

Fuente: https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/science/article/pii/B9780128031094000027
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Calicivirus (Norwalk virus) Human adenoviris Avian orthoreoviris Hepatitis E virus

FIGURE 1.5 Molecular models of icosahedral viruses.

Fuente: https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/science/article/pii/B9780128031094000027

1.2.1 OTRAS PROTEINAS DE MEMBRANA

Algunos virus envueltos también tienen proteinas asociadas a membranas con otras
funciones en el ciclo de replicacion. Los virus de la influenza tienen una proteina
destructora de receptores llamada neuraminidasa (NA) que se requiere para la
liberacion eficiente de viriones de la superficie de la célula infectada. Los farmacos
gue bloquean la actividad enzimatica de NA no bloquean la formacion de viriones,
pero los viriones permanecen estrechamente asociados con la célula infectada, lo
gue limita su capacidad para infectar otras células (Familia Orthomyxovirdae). Otro
papel de las proteinas asociadas a la membrana viral es el transporte de iones. Los
virus de la influenza codifican una pequefia proteina integral de membrana llamada
M2. El canal iénico M2 es un homotetramero activado de pH bajo que facilita el
transporte de iones H1 a través de la envoltura viral para acidificar el nicleo durante
la entrada del virus (Familia Orthomyxoviridae). La figura 2.7 muestra micrografias

de algunos virus envueltos.®

3 Estructura de los virus. Capitulo 2. Enlace: https://www-sciencedirect-
com.pbidi.unam.mx:2443 /science/article /pii/B9780128031094000027
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Filovirus

Togavirus Herpesvirus Hepadnavirus

FIGURE 1.6 Examples of enveloped viruses.

Fuente: https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/science/article/pii/B9780128031094000027

1.3 CLASIFICACION DE VIRUS.

Se propuso adoptar a los virus (de bacterias, plantas y animales), el mismo sistema
jerarquico linneano clasico, acogido para otros organismos. En este nuevo sistema
de clasificacion, los elementos virales se agruparon en phylum, clase, orden, familia,
género y especie. Un aporte importante a la propuesta, fue considerar la forma del
virion, en lugar de la especie del hospedero y organismo en el cual se llevaba a
cabo la propagacion del agente infeccioso. El sistema linneano ha sido adoptado
parcialmente por un comité llamado “Comité Internacional para la Nomenclatura de

los Virus o International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV).
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ORDEN: Con base en la composicion bioquimica, organizacion general del genoma,

estrategia de replicacion viral y en parte, la estructura del virion.

FAMILIA Y SUBFAMILIA: Se basa en la composicién bioquimica, estrategia de

replicacion viral, tipo de estructura de la particula y organizaciéon genomica.

GENERO: Basado en la estrategia de replicacion, el tamafio y la organizacion o

namero de segmentos del genoma.

ESPECIE: Se tiene en cuenta el re arreglo del genoma, la homologia en las
secuencias (por hibridacion), las relaciones seroldgicas, la transmisidén por vectores,
el espectro de hospederos, la patogenicidad, el tropismo por tejidos y la distribucién

geografica.

Actualmente, cuatro caracteristicas son tenidas en cuenta, para la clasificacion de

Virus:
i) Naturaleza del acido nucleico del virion (ADN o ARN)
i) Simetria de la capside
iii) Presencia o ausencia de envoltura
iv) Tamafio del virion y de la capside

El conjunto de nuevos conocimientos, junto con la demostracion de que todos los
virus (independiente de la naturaleza del genoma) deben pasar por un RNA
mensajero (MRNA), que es reconocido por la maquinaria traduccional de la célula,
condujo a David Baltimore a proponer una clasificacion basada en la naturaleza y

las caracteristicas del &cido nucleico viral, de la siguiente manera.*

# Clasificacién de Virus. Nominacién y clasificacion de los virus de los vertebrados. Principios de virologia. Silvo
Urcuqui |, Anne — Lisse Haenni. Enlace: file:///C: /Users/preye /Downloads /326777 -
Texto%20del%20cap%C3%ADtulo-121471-1-10-20161221.pdf
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1.3.1 CLASIFICACION DE BALTIMORE

Fue organizada por un bidlogo estadounidense llamado David Baltimore. El sistema
de clasificacion en el que se baso estd agrupado mediante grupos que dependen
del tipo de genoma que contienen y en el método de replicacion que poseen.

A continuacion, se muestra un mapa en donde se ubica cada uno de los siete grupos

gue se tienen y el tipo de genoma que posee:

Figura 1.7 Diagrama de clasificacién viral de acuerdo a Baltimore.

Fuente: https://www.clasificacionde.org/wp-content/uploads/2017/10/Clasificaci%C3%B3n-de-virus-Baltimore.jpg

En la actualidad este tipo de clasificaciéon va de la mano con la clasificacion del
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV). Ordena a los virus de manera
monofilética, la clasificacién de Baltimore es polifilética, ya que los genomas de los
diferentes grupos de virus fueron evolucionando convergentemente y tuvieron

origenes de forma independiente.

Los siete grupos son los siguientes:
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El ARNm se transcribe directamente a partir del genoma del virus, que es una doble

cadena de ADN. Las proteinas reguladoras que controlan la replicacién del genoma

y las proteinas estructurales que forman el virion se traducen a partir de

este ARNm.
La replicacion del genoma del virus se realiza directamente mediante replicacion
de ADN.

Sintesis de proteinas: ADNbc — ARNm — proteinas

Replicaciéon del genoma: ADNbc — ADNbc

El ADN viral monocatenario se convierte en bicatenario, probablemente usando la

maquinaria de reparacion del ADN del hospedero. El resto de las etapas de

replicacion son similares a las del grupo I.
Sintesis de proteinas: ADNmc — ADNbc — ARNm — proteinas

Replicacion del genoma: ADNmc — ADNbc — ADNmc

A partir del ARN bicatenario se obtiene la hebra de ARN monocatenario positivo que
actia como ARNm. La traduccion de este ARNm da lugar a las proteinas
reguladores y estructurales.

La replicacion del genoma del virus se realiza en dos pasos. Primero se realiza un
ensamblado parcial de la hebra de ARN monocatenario positivo y de las proteinas
virales en viriones inmaduros. A continuacion se realiza la transcripcion del ARN

monocatenario positivo a ARN bicatenario dentro de los viriones.

Sintesis de proteinas: ARNbc — ARNmM — proteinas

Replicacion del genoma: ARNbc — ARNmc+ — ARNbc
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La replicacion del virus comienza con la traduccion genética de la cadena de ARN

monocatenario positivo (que tiene la misma polaridad que el ARNm) en proteinas
reguladoras. En el grupo IVa este paso traduce también las proteinas estructurales,
mientras que en el grupo 1Vb esto se realiza traduciendo un ARNm generado a partir
de una cadena de ARN monocatenario positivo.

Las proteinas regulan la sintesis del ARN monocatenario positivo a partir del molde
de ARN monocatenario negativo. Este tltimo a su vez funciona como molde para la

sintesis del ARN monocatenario positivo de los nuevos virus.

Sintesis de proteinas: ARNmc+ (=ARNm) — proteinas

Replicacion del genoma: ARNmc+ — ARNmc- — ARNmc+

El ARN monocatenario negativo se convierte en ARNm (que es una cadena

monocatenaria positiva) mediante una ARN _polimerasa _dependiente de

ARN aportada por el virus. EIl ARNm generado se traduce en proteinas reguladoras
y estructurales.

Las proteinas regulan la replicacion del ARN monocatenario negativo a través de
una cadena de ARN monocatenario positivo que funciona a modo de molde. Estas

cadenas se incluyen en los nuevos virus.

Sintesis de proteinas: ARNmc- - ARNm — proteinas

Replicacion del genoma: ARNmc- — ARNmc+ — ARNmc-

Este virus integra una transcriptasa inversa que a partir del genoma ARN viral

produce una cadena de ADN, primero monocatenario y luego bicatenario, que se
integra en el genoma del huésped. El ADN ya integrado en el huésped

es transcrito a ARNm, que a su vez se traduce en proteinas reguladoras y
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estructurales. EI ADN integrado en el huésped se transcribe en el ARN

monocatenario de 10s nuevos virus.

Sintesis de proteinas: ARNmc+ — ARN/ADN — ADNbc — ARNm —
proteinas

Replicacion del ARNmc+ — ARN/ADN — ADNbc — ARNmc+

genoma:

ElI ADN viral entra en el nacleo de la célula, es reparado por la maquinaria de
reparacion del huésped y se integra en el genoma del huésped. El resto de las

etapas es similar a las del grupo VI.

Sintesis de proteinas: ADNbc — ARNm — proteinas
Replicacion del genoma: ADNbc — ARNmc+ — ARN/ADN — ADNbc

El Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) desarrollé el sistema de

clasificacion actual y escribio pautas que daban mas importancia a ciertas
propiedades de los virus para mantener la uniformidad familiar. Un sistema universal
para clasificar los virus y una taxonomia unificada han sido establecidos desde
1966. El 7 ° Informe del ICTV formalizo por primera vez el concepto de especie virica
como el taxdbn mas bajo de una jerarquia ramificada de taxones de virus. Sin
embargo, actualmente sélo se ha estudiado una pequefia parte de toda la diversidad
de los virus, y analisis de muestras obtenidas de humanos revelan que
aproximadamente un 20% de secuencias viricas recuperadas no han sido
observadas anteriormente. Muestras del ambiente, como sedimentos marinos y

ocednicos, revelan que la gran mayoria de secuencias son completamente nuevas.®

> Taxonomia de Virus y clasificacién de ICTV. Enlace:
https:/ /sites.google.com/site /wwwlosviruscomco /clasificacion-de-los-virus
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La estructura general de la taxonomia es la siguiente:

- Orden (-virales)
- Familia (-viridae)
- Subfamilia (-virinae)
- Género (-virus)

- Especie (-virus)

La taxonomia actual del ICTV (2008) reconoce cinco érdenes: los caudovirales,

los herpesvirales, los mononegavirales, los nidoviralesy los picornavirales. El

comité no distingue formalmente entre subespecies, cepas y aislamientos. En total,

hay cinco érdenes, 82 familias, 11 subfamilias, 307 géneros, 2.083 especies y unos
3.000 tipos que aun no han sido clasificados.

La clasificacion del Comité Internacional de Taxonomia de Virus (siglas ICTV en
inglés) utiliza una forma de clasificar muy parecida a la que se hace con los seres
vivos. Asi, los virus se clasifican por orden, familia, subfamilia, género y especie.

Los virus se clasifican en 4 dominios, 9 reinos y 16 filos, ademas de 1 orden, y

diversas familias y géneros que no estan englobados en ningn dominio.

v" El dominio Duplodnaviria engloba virus ADN de doble cadena que
codifican la capside proteica HK97.

v" El dominio Monodnaviria engloba a los virus ADN de una cadena.

v" El dominio Riboviria engloba a los virus que codifican polimerasas
dependientes de ARN (virus ARN).

v El dominio Varidnaviria engloba diversos virus ADN de doble cadena.
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CAPITULO 2. PRESENCIA DE LOS VIRUS EN ALIMENTOS

En los dltimos afios ha ido en aumento el convencimiento de que los virus son una
causa importante de brotes de enfermedades de transmisién alimentaria.
Actualmente estd admitido que el norovirus y el virus de la hepatitis A son los mas
importantes de transmision alimentaria, pero hay una serie de otros virus entéricos
gue también se han relacionado con ese tipo de enfermedades.

Los alimentos afectados suelen ser los minimamente procesados o elaborados,
como los moluscos bivalvos y los productos frescos, mas que los alimentos
sometidos a elaboracion industrial, y muchos de los brotes documentados de
enfermedades viricas transmitidas por los alimentos se han relacionado con la
contaminacion de los productos alimenticios por un manipulador de los alimentos
infectado.

Recientemente se han realizado grandes progresos en cuanto a la metodologia
disponible para la deteccion e identificacion de virus en muestras tanto de alimentos
como clinicas.

Estas novedades deberian facilitar la evaluacion de la carga real de enfermedades
de transmision alimentaria vinculadas a virus, ademas de mejorar las estrategias de
prevencion y control de los virus en los productos alimenticios y el riesgo
correspondiente.

En el plano internacional, el Codex Alimentarius esta examinando los tipos de
instrumentos de gestion del riesgo que puede crear para ayudar a los paises a
proteger la salud de los consumidores frente a las enfermedades viricas de
transmision alimentaria.

Con el fin de facilitar esta labor, la FAO y la OMS se comienzan a ocupar de esta
cuestion, partiendo de un examen de los conocimientos actuales sobre los virus en
los alimentos y sus efectos, con objeto de ofrecer asesoramiento y orientacion en
relacion con las combinaciones de virus-productos que son motivo de especial
preocupacion, las cuestiones que tienen que abordar los gestores de riesgos y las

opciones que tienen a su disposicién, asi como la busqueda de la informacion
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cientifica adicional que se necesita para ofrecer asesoramiento basado en el riesgo
sobre la gestion de los riesgos asociados con los virus en los alimentos.

En los ultimos afios, en muchas partes del mundo, se ha referenciado a los virus
como la causa de enfermedades transmitidas por los alimentos. Los virus entéricos
humanos implicados con mayor frecuencia en los brotes de enfermedades
transmitidas por los alimentos son el Norovirus (NoV), antes conocido como virus

del tipo Norwalk, y el virus de la hepatitis A (VHA).

Los virus, como fagos de bacterias lacticas, son importantes en la industria de
alimentos que utiliza microorganismos utiles (yogures, quesos, vinos, etc.), ya que
pueden destruir las células de las culturas starter. También pueden causar
gastroenteritis. Los brotes de enfermedades virales trasmitidas por alimentos o por
agua frecuentemente se atribuyen a la higiene personal deficiente, provision de
agua contaminada o pescado capturado en aguas contaminadas por desechos. Los
virus asociados a la transmision por alimento incluyen los de las hepatitis Ay E,

virus Norwalk y rotavirus.

Las temperaturas de congelacion y refrigeracion mantienen los virus y se cree que
son factores importantes que aumentan su persistencia en el medio ambiente. El
calor y el proceso de secado pueden usarse para inactivar a los virus, pero existen

diferencias entre familias en cuanto a su resistencia a estos procesos.

Los virus entéricos humanos, tales como el NoV y el VHA, son muy contagiosos y
la propagacion de persona a persona es la via de transmisién mas comun. Son virus
no encapsulados, estando cubiertos por una capa de proteinas, denominada
capside, que les hace mas resistentes a la inactivacion por parte de sustancias
solventes (por ej., el cloroformo) y a la desecacion. Se determind1 que el NoV y el

VHA son los virus de mayor importancia debido a la incidencia de los casos, la
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Tasa de mortalidad

gravedad de las enfermedades producidas, incluida la mortalidad, y la posibilidad
de su transmision por medio de los alimentos.

Las fuentes de virosis transmitidas por alimentos son heces y orina de individuos
infectados, asi como el agua contaminada. Algunos de los alimentos involucrados
son pescado crudo, vegetales crudos, ensaladas y agua contaminada con heces

humanas.

Los patdgenos de transmision alimentaria representan un riesgo significativo para
la salud humana y, ademas, causan una gran repercusion a nivel socioeconémico,
debido a los costes asociados a las medidas que se deben tomar para reducir su
impacto en la poblacion (Bosch et al., 2018). En la figura 1.2 se muestra la cantidad
de muertes por brotes al afio a nivel mundial, en los ultimos 50 afios.

Figura 2.1 Grafico de la tasa de mortalidad de los mayores brotes virales de los

ultimos 50 afios a nivel mundial a fecha de enero de 2020.
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Fuente: Estadisticas de brotes virales (2020) de: https://es.statista.com/estadisticas/1095767/tasa-de-mortalidad-de-los-

mayores-brotes-virales-de-los-ultimos-50-anos/
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Los virus comunmente relacionados con las enfermedades de transmision
alimentaria son aquellos que se encuentran en el tracto gastrointestinal, se
transmiten por via fecal-oral y cursan con gastroenteritis. Los alimentos actlan
como vehiculos en su transmision, pero estos no se multiplican ni producen toxinas
en ellos, aunque por ello no se garantiza su salubridad. Esto es debido a que los
virus son parasitos intracelulares obligados, que requieren células del huésped
susceptibles a la propagacion y a la infeccién para poder replicarse (EFSA 2011;
Bosch et al., 2018).

Las caracteristicas generales de los virus y las infecciones virales transmitidas por
los alimentos y que la diferencia de las infecciones bacterianas son las siguientes
(Koopmans y Duizer, 2004):
v' La enfermedad se produce con pocas particulas virales.
v/ Se eliminan un gran numero de particulas virales en heces de las personas
infectadas.

v Los virus necesitan células vivas especificas para poder replicarse.

(\

Los virus son resistentes fuera del huésped.
v/ Se diseminan a través del agua, sobre todo en el caso de moluscos y

bivalvos.

Hay una amplia variedad de virus que pueden encontrarse en el tracto
gastrointestinal, aunque las enfermedades viricas transmitidas por alimentos son
causadas, principalmente, por Norovirus humano (NoV), el virus de la hepatitis A
(HAV) y el virus de la hepatitis E (HEV) (EFSA, 2016). No obstante, se deben tener
en consideracion otros virus que han sido relacionados con los alimentos entre los
gue se encuentran Astrovirus (AstV), Adenovirus (AdV) y Sapovirus (SV). Las

caracteristicas generales de estos virus se detallan en la tabla 2.1
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Tabla 2.1 Caracteristicas generales y taxondmicas de virus implicados en la

transmision alimentaria.

Nombre comdn Genero Familia
Adenovirus Mastadenovirus  Adenoviridae
Astrovirus Mamastrovirus = Astroviridae
Coronavirus Coronavirus Coronaviridae
Norovirus Norovirus Calciviridae
Sapovirus Sapovirus Calciviridae
Hepatitis E Hepevirus Hepeviridae
Hepatitis A Hepatovirus Picornaviridae
Rotavirus Rotavirus Reoviridae
Fg)(lji)(()g/;r;ksieo Enterovirus Picornaviridae
Virus de la encefalitis
transmitida por Flavivirus Flaviviridae

garrapatas

Fuente: Bachofen, 2018

2.2.1 NOROVIRUS O VIRUS DE NORWALK
El norovirus (antes conocido
como virus del tipo Norwalk) es,
al lado del de la hepatitis A, uno
de los principales virus asociados
a enfermedades de transmision
alimentaria. Tienen una alta
estabilidad ambiental y pueden
encontrarse en alimentos que
suelen consumirse crudos o poco

Fuente:

cocinados, como moluscos

Figura 2.2 Virus de Norwalk
https://static.dw.com/image/58568813_403.jpg
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bivalvos, verduras que se toman crudas y frutas tipo baya. En la mayoria de los

casos se contaminan como consecuencia de una inadecuada manipulacién.®

Este tipo de virus es resistente a un amplio rango de pH y temperaturas (de los -20
°C a 70 °C). Por tanto, puede permanecer sobre superficies sélidas y es resistente
a ciertas soluciones de limpieza, lo que facilita que se extienda a personas que tocan
las superficies y provoque infecciones nuevas. La dosis de infecciébn de norovirus
es muy baja, excepto en los casos en los que se trata de grupos de riesgo como
personas mayores. En la mayoria de los casos, los brotes de origen alimentario se

asocian a los manipuladores de alimentos infectados.

Tabla 2.2 Sintomas, duracién, acciones y prevencién del Norovirus.

Las frutas y las verduras, los mariscos y los alimentos

listos para comer que han sido tocados por trabajadores

Fuentes
infectados (ensaladas, sandwiches, hielo, galletas, frutas)
o cualquier otro alimento contaminado con particulas de
vOmito o heces de una persona infectada.
Periodo de De 12 a 48 horas
incubacion
Diarrea, vomitos, nauseas y dolor de estobmago. La diarrea
Sintomas suele ser acuosa y sin sangre. La diarrea es mas comun en los

adultos y el vomito es mas comun en los nifios.
Duraciéon de 1 a 3 dias. Entre los nifios pequenios, los adultos mayores y los
la enfermedad pacientes hospitalizados, puede durar de 4 a 6 dias.
Beba abundante liquido y descanse. Si no puede beber
Qué hacer suficiente liquido para prevenir la deshidratacion, llame a su

médico.

6 Contaminacién de virus presente en alimentos. Enlace:
https: / /observatorio.escueladealimentacion.es/entradas/innovacion-alimentaria /virus-como-actuan-en-los-

alimentos
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< L&vese las manos con frecuencia, con agua corriente y
jabon, durante un minimo de 20 segundos, sobre todo
después de usar el bafio, asi como también antes,

durante y después de preparar alimentos.

< Si trabaja en un restaurante o una rotiseria, evite el

contacto directo con los alimentos listos para consumir.

< Limpie y desinfecte las superficies contaminadas con
vomito o diarrea (use un limpiador domeéstico a base de
lejia como se indica en la etiqueta). Limpie y desinfecte
los equipos y las superficies relacionados con la

Prevencion ., .
preparacion de alimentos.

< Sitiene diarrea o vomitos —Yy en los dos dias
posteriores—, no cocine, prepare ni sirva alimentos para

otras personas.

< Lave las frutas y los vegetales y cocine completamente

las ostras y otros mariscos antes de consumirlos.

< Lave la ropa o la ropa blanca manchada con vomito o
materia fecal de inmediato. Saque los articulos con
cuidado para evitar la propagacion del virus. Lave a

maquinay seque.

Fuente: https://espanol.foodsafety.gov/intoxicaci%C3%B3n-alimentaria-

mfkt/bacterias-y-virus#hepatitis-a

El virus Norwalk es el prototipo de una familia de estructuras virales pequefas,
redondeadas y no clasificadas (SRSV), que pueden estar relacionadas a los

calicivirus.
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2.2.2 ROTAVIRUS

Los rotavirus se clasifican dentro de la familia
Reoviridae. Ya fueron identificados seis grupos

serolégicos y tres de ellos (grupos A, B 'y C)

infectan al hombre.

El rotavirus causa gastroenteritis aguda. Diarrea
infantil, diarrea de
infecciosa no bacteriana y gastroenteritis viral

aguda son los nombres aplicados para la infeccion

invierno, gastroenteritis

Figura 2.3 Rotavirus
Fuente: https://cloudfront-us-east-

Causada por el rotaVIrUS del grupo A 1.images.aGCubIiShing.Com/eluniVerSO/D
7J7TFYTQDJABTAHS5DNNTNRWG6G7A.jpg

Tabla 2.3 Sintomas, duracion, acciones y prevencion del Rotavirus.

Fuentes

Periodo de

incubacion

Sintomas

Duracién de la

enfermedad

Qué hacer

Prevencion

Ensaladas frutas y entradas

1 a 3 dias

Voémitos, diarrea acuosa, fiebre baja e intolerancia temporaria a

la lactosa. Sin embargo, la diarrea grave, sin reposicion de
fluidos y electrolitos, puede causar deshidratacion grave y
muerte.
8 dias

Beba abundante liquido y descanse. Si no puede beber
suficiente liquido para prevenir la deshidratacion, llame a su
medico.
< Lavese las manos con frecuencia, con agua corriente y

jabon, durante un minimo de 20 segundos, sobre todo
después de usar el bafio, asi como también antes,

durante y después de preparar alimentos.
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< Si trabaja en un restaurante o una rotiseria, evite el

contacto directo con los alimentos listos para consumir.

< Limpie y desinfecte las superficies contaminadas con
vomito o diarrea (use un limpiador doméstico a base de
lejia como se indica en la etiqueta). Limpie y desinfecte
los equipos y las superficies relacionados con la

preparacion de alimentos.

< Si tiene diarrea o vomitos —y en los dos dias
posteriores—, no cocine, prepare ni sirva alimentos para

otras personas.

< Lave las frutas y los vegetales y cocine completamente

las ostras y otros mariscos antes de consumirlos.

< Lave la ropa o la ropa blanca manchada con vémito o
materia fecal de inmediato. Saque los articulos con
cuidado para evitar la propagacion del virus. Lave a

maquina y seque.

La dosis infectante minima parece ser de 10 a 100 particulas virales, y como una

persona con diarrea por rotavirus frecuentemente excreta un numero elevado de

virus (108 a 1.010 particulas infectantes/ml de heces).

La infeccidn que causa este virus es una de las mas serias asociadas al consumo

de moluscos. Tiene un periodo de incubacion largo, unas cuatro semanas, lo que

hace que en muchas ocasiones sea dificil establecer cudl ha sido el vehiculo de

transmision del virus. Muy estable a las condiciones extremas, este virus se

transmite por la via fecal-oral, y sus particularidades hacen que sea uno de los mas

sensibles a las condiciones ambientales. El virus de la hepatitis A es endémico en
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paises en desarrollo, aunque las mejoras en las condiciones sanitarias en todo el

mundo han hecho que hayan disminuido los casos de infeccién.’

Figura 2.4 Hepatitis A
Fuente: https://www.unotv.com/uploads/2021/11/hepatist-131001.jpg

Tabla 2.4 Fuentes, incubacion, sintomas y acciones a tomar sobre la Hepatitis A.

Mariscos crudos o poco cocidos de aguas contaminadas,

frutas y verduras crudas, agua potable contaminada,

Fuentes alimentos sin cocinar o alimentos cocidos que no se
calientan nuevamente después de estar en contacto con un

manipulador de alimentos infectado.

Periodo de 28 dias en promedio (varia de 15 a 50 dias)

incubacién

Diarrea, orina oscura o heces de color claro, ictericia, fiebre,
Sintomas fatiga, nauseas, dolor articular, dolor de estémago, malestar

estomacal y pérdida del apetito.

7 Virus en alimentos. Enlace: https://observatorio.escueladealimentacion.es/entradas/innovacion-
alimentaria/virus-como-actuan-en-los-alimentos
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Duracion de Los sintomas suelen durar menos de 2 meses; sin embargo,
la algunas personas pueden estar enfermas durante 6 meses.

enfermedad

Consulte con su médico si presenta signos o sintomas de
Qué hacer hepatitis A o si piensa que podria haber estado expuesto al

virus.

«» Evite consumir ostras crudas u otros mariscos crudos o

poco cocidos.

% Lavese las manos con frecuencia, con agua corriente y
jabon, durante un minimo de 20 segundos, sobre todo
después de usar el bafio, después de cambiar pafales,
asi como también antes, durante y después de preparar

alimentos.

% La vacunacion es la mejor manera de prevenir la hepatitis
A. La vacuna contra la hepatitis A se recomienda para:

Prevencion
v Todos los nifios de 1 afio

v' Personas que tienen contacto directo con
otras personas que padecen hepatitis A

v' Personas con enfermedades hepaticas
cronicas o prolongadas

v' Personas que tienen trastornos relacionados
con factores de coagulacion

v' Personas que viajan a paises donde la
hepatitis A es comun

v" Hombres que tienen relaciones sexuales

con otros hombres
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v Personas que consumen o se inyectan
drogas
v' Personas en situacién de indigencia

Fuente: https://espanol.foodsafety.gov/intoxicaci%C3%B3n-alimentaria-

mfkt/bacterias-y-virus#hepatitis-a

2.3.4 HEPATITIS E

La enfermedad causada por el HEV se llama hepatitis E o hepatitis no-A no-B de
transmision entérica (ET-NANBH). Otros nombres incluyen hepatitis orofecal no-A
no-B y hepatitis no-A no-B tipo A. La hepatitis causada por el HEV es clinicamente
igual a la hepatitis A. Los sintomas
incluyen malestar, anorexia, dolor
abdominal, artralgia y fiebre. La
dosis infectante es desconocida.

El HEV es transmitido por la via
orofecal, y también por el agua 'y

por el contacto directo entre

personas. Hay un potencial para

transmision por alimentos. Figura 2.4 Hepatitis E
Fuente: https://www.betelgeux.es/blog/wp-

content/uploads/2020/07/EL-VIRUS-DE-LA-HEPATITIS-E-
. . ., COMO-PAT%C3%93GENO-EMERGENTE.jpg
El periodo de incubaciéon de la

hepatitis E varia de dos a hueve semanas. La enfermedad en general es leve, dura
cerca de dos semanas y no deja secuelas. La tasa de mortalidad es de 0,1 a 1%,

excepto en mujeres embarazadas, en que la tasa llega a 20%.

El HEV no fue aislado en alimentos. El primer brote registrado en el continente
americano ocurrié en México, en 1986. El HEV se transmite principalmente a través
de la ruta fecal-oral a través de la diseminacion en la cara de las personas infectadas
y la posterior contaminacion del agua potable. Otras vias de transmisiéon son el

consumo de alimentos crudos o poco cocidos de animales o mariscos infectados,
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las transfusiones de sangre o la transmision vertical de mujeres embarazadas al

feto. El periodo de incubacion es de aproximadamente 2 a 6 semanas.

El HEV se caracteriza por fiebre, disminucion del apetito, nduseas y vomitos, dolor
abdominal y un higado sensible y levemente agrandado (hepatomegalia) (Kamar et
al., 2017). En casos raros, la hepatitis E aguda puede ser grave y provocar
insuficiencia hepatica y la muerte. Las mujeres embarazadas y las personas
inmunodeprimidas tienen un alto riesgo de presentar estos sintomas graves. En
mujeres embarazadas se han registrado tasas de mortalidad del 30% (Perez-Gracia
et al., 2017). Al igual que el VHA, la infeccion de los nifios pequefios suele ser leve

0 asintomatica.

2.3.5 ADENOVIRUS

La familia Adenoviridae contiene 5 géneros; Atadenovirus (8 especies) que infecta
a aves, lagartijas y mamiferos; Aviadenovirus (14 especies) que infecta a las aves;
Ichtadenovirus (1 especie) aislado de esturion; Mastadenovirus (45 especies) que
infecta solo a mamiferos, incluidos humanos y; Siadenovirus (6 especies), que
infecta principalmente a aves y 1 especie de rana. Los viriones no tienen envoltura,
de 70 a 90 nm de diametro con un
genoma de ADN bicatenario y una
capside icosaédrica. Hay 7 especies
humanas de adenovirus humanos, A
— G (Lennon et al., 2007). Dentro de
estas especies hay al menos 79

subtipos que se distinguen por

diferencias  serolégicas o0 por

Figura 2.5 Adenovirus

clasificacion genotipica (Chen y Tian, Fuente: https://cdn-
3.expansion.mx/23/f5/e10334954dc5af325d935c546a9d/adeno
2018). virus-hepatitis-ninos.jpg

La gastroenteritis asociada a adenovirus a menudo ocurre en grupos en escuelas,

hospitales o campamentos militares. Los adenovirus se transmiten por contacto de
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persona a persona, al toser y estornudar, al tocar superficies contaminadas o por la
via fecal-oral (Eckardt y Baumgart, 2011). Las infecciones por adenovirus no estan
asociadas con alimentos contaminados, pero la transmision puede ocurrir en el
agua, a través de sistemas publicos de agua o en piscinas; estos Ultimos se asocian

predominantemente a conjuntivitis (Rodriguez-Lazaro et al., 2012).

Los adenovirus causan infecciones respiratorias, enfermedades gastrointestinales
y conjuntivitis con cistitis hemorragica, hepatitis, colitis hemorragica, pancreatitis,
nefritis o encefalitis (Lynch y Kajon, 2016). Las infecciones por adenovirus suelen
ser asintomaticas o leves y autolimitadas. Sin embargo, pueden estar asociados con
una morbilidad o mortalidad severas, siendo los inmunodeprimidos y los jovenes
mas susceptibles. Sin embargo, se ha encontrado que cepas nuevas 0 emergentes
causan mortalidad en personas de todas las edades, como Adl4, que fue
responsable de enfermedades respiratorias fatales en los EE. UU. (Centros para el
Control de Enfermedades, 2007).

Varios subtipos de adenovirus humanos pueden causar sintomas gastrointestinales,
pero los subtipos 40 y 41 de la especie F son los mas comunmente asociados con
AGE y se ha informado que son responsables del 5% al 20% de la gastroenteritis
aguda en nifios (Ziros et al., 2015). La gastroenteritis asociada a adenovirus es mas
comun en nifios menores de 2 afios y es poco comun en adultos, representando
1.5% -5.4% de los casos (Eckardt y Baumgart, 2011). El periodo de incubacion es
de alrededor de 8 a 10 dias, después de los cuales se desarrolla diarrea y, en
algunos casos, vomitos leves. Puede aparecer fiebre que dura 2 a 3 dias; la
deshidratacion severa es rara (Wood, 1988).

Los adenovirus son susceptibles a los desinfectantes quimicos, pero pueden ser

resistentes a la radiacion ultravioleta (Rodriguez-Lazaro et al., 2012).
2.3.6 ASTROVIRUS

La familia Astroviridae consta de 2 géneros; Avastrovirus y Mamastrovirus que

infectan a aves y mamiferos, respectivamente. Los viriones no tienen envoltura,
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aproximadamente de 28 a 40 nm de diametro con un genoma de sentido positivo

monocatenario y una capside icosaédrica.

Los HAstV se transmiten
predominantemente por via fecal-oral, asi
como a través del agua potable y las
aguas residuales. Las actividades
recreativas en cuerpos de agua
contaminados con aguas residuales son
un riesgo de infeccion.

Se considera que los HAstV son virus

transmitidos por los alimentos con

Figura 2.6 Astrovirus

. . Fuente:
moluscos cultivados o frutas u hortalizas https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c6/A

regadas con agua contaminada, lo que SUrovirus.pg

representa la mayor amenaza (Vu et al., 2017). Como era de esperar, las malas
practicas de higiene de los alimentos pueden influir en los brotes, sobre todo porque
es mas probable que los portadores asintomaticos contribuyan a la infeccion en la

industria alimentaria que los trabajadores sintomaticos.

Los astrovirus causan una enfermedad gastrointestinal leve en los nifios, pero los
sintomas y la prevalencia dependen del serotipo. Los pacientes inmunodeprimidos
y ancianos también son susceptibles. El serotipo 1 es el mas comun, con un nivel
informado de seropositividad del 90% al 100% en nifios de 5 afios de edad
(Koopmans et al., 1998). Los sintomas suelen ser diarrea acuosa, vomitos, fiebre,
dolor abdominal, anorexia y cefalea, pero suelen ser de naturaleza leve y
autolimitante, y suelen durar de 2 a 4 dias (Vu et al., 2016).

Sin embargo, los HAstV causan infecciones asintomaticas (Méndez-Toss et al.,
2004) y la asociacion de estos virus con enfermedades no se comprende
completamente. Si bien los sintomas son leves, los HAstV contribuyen a una gran
proporcion de brotes de diarrea, del 0,5% al 15% de todos los casos, y a menudo

ocurren como coinfecciones con otros virus como norovirus y rotavirus (de
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Benedictis et al., 2011). Se ha informado que los astrovirus mas raros son
responsables de casos fatales de infeccién del sistema nervioso central (Fremond
et al., 2015).

El control de los HAstV se realiza mediante la prevencion de la contaminacién de
los alimentos y el agua y la prevencion de la transmision de persona a persona o de
persona a persona a través de la higiene y el lavado de manos. Si bien se sabe que
la supervivencia de los astrovirus en el agua potable es alta, se ha demostrado que
la cloracion es eficaz para reducir la viabilidad de los astrovirus mediante la
alteracion de la capside, lo que da como resultado viriones no infecciosos (Abad et
al., 1997).

2.3.7 SARS-CoV

Los Coronaviridae pertenecen al orden Nidovirales de
virus de ARN monocatenario de sentido positivo.
Dentro de Coronaviridae hay 2 subfamilias, de las
cuales Coronavirinae contiene 4  géneros.
Filogenéticamente, el SARS-CoV se encuentra
dentro del género betacoronavirus (ICTV, 2017).

Muchos coronavirus  estan asociados con

Figura 2.7 Coronavirus
Fuente: https://www.apsf.org/wp-
content/uploads/newsletters/2020/3502/
coronavirus-covid-19.png

enfermedades respiratorias e intestinales y pueden
causar una enfermedad gastrointestinal epidémica
grave en especies de importancia agricola, como el virus de la diarrea epidémica

porcina en los cerdos (Masters y Perlman, 2013).

Los murciélagos transmiten estos virus, probablemente a través de la contaminacion
fecal de las fuentes de alimentos directamente a los seres humanos o a los
huéspedes intermediarios, sobre todo las civetas de las palmeras y los perros
mapache, y estos luego transmiten el virus a los seres humanos (Guan et al., 2003).
Estos animales se comercializan en los mercados de animales vivos como alimento

y se cree que la aerosolizacion de heces y otros fluidos corporales causo infecciones
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respiratorias en humanos (Wang et al., 2005). Una vez que el SARS-CoV entr6 en
los seres humanos, se propagd por gotitas respiratorias o0 contaminacion de
superficies por gotitas que luego se transfirieron a la boca, la nariz o los ojos al
tocarlos. También hubo un grupo de casos en un blogue de apartamentos en Hong
Kong que probablemente surgieron de la aerosolizacion de aguas residuales en el
sistema de ventilacion que procedid a causar infecciones respiratorias en muchos
de los habitantes (Tilgner et al., 2003).

El periodo de incubacion es de 2 a 7 dias, pero puede ser de hasta 10 dias. La
infeccién produce sintomas de fiebre alta, escalofrios y dolor de cabeza. Algunas
personas tienen sintomas respiratorios leves desde el principio que progresan a una
afectacion de las vias respiratorias inferiores con una tos no productiva, que puede
provocar hipoxemia y neumonia. Una baja proporcion de pacientes (10-20%) tuvo
diarrea (Masters y Perlman, 2013).

2.3.8 VIRUS DE NIPAH (KOZHIKODE, ESTADO DE KERALA, INDIA)

El virus de Nipah es un miembro de la familia viral Paramyxoviridae del género

Henipavirus. Se identifico originalmente en 1999 en Malasia durante un brote de

encefalitis y enfermedad respiratoria en los
B¢ criadores de cerdos y aquellos que tenian
contacto cercano con los cerdos. Sus viriones
son aproximadamente esféricos de unos 150
i nm de diametro, pero se pueden ver formas
filamentosas. Es un virion relativamente
inestable (Markey et al., 2013c), pero puede
sobrevivir bien en orina de murciélago de la
fruta con pH neutro (> 4 dias a 22 ° C), en fruta

o E e

Figura 2.8 Virus de Nipah (hasta 2 dias) y en savia artificial de palmera
Fuente: . . X
https:/fimg.europapress.es/fotoweb/fotonoticia_2 datilera. Sin embargo, es SUSCGpth'G a la
0191217070839_420.jpg » _
desecacion. Es un virus envuelto que es
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inactivado por la mayoria de desinfectantes, solventes lipidicos y detergentes no

iénicos.

La transmision es respiratoria y oral. El reservorio de vida silvestre del virus Nipah
son los murciélagos frugivoros Pteropus (Chua et al., 2002, Yadav et al., 2012) y la
transmision puede ser por infeccidn directa de humanos, después de que el virus
ha pasado a través de un hospedador intermediario, por ejemplo, cerdos o de
fomites. Se cree que la saliva u orina de los murciélagos es la principal fuente de
virus y, por lo tanto, alimentos como frutas parcialmente ingeridas contaminadas
con saliva o contaminadas con heces y orina pueden ser la fuente de infeccién para

otros huéspedes.

La infeccion humana puede ser asintomatica, pero puede haber una enfermedad
respiratoria aguda con encefalitis mortal, lo que lleva a tasas de mortalidad del 40%
al 75%. Se cree que el periodo de incubacién es de 4 a 14 dias o mas (consulte la
seccion "Sitios web relevantes”). La aerosolizacion de secreciones respiratorias
(gotitas) y el contacto cercano con la victima permite que la transmision respiratoria
conduzca a cadenas de transmisién de persona a persona (Gurley et al., 2007,
Yadav et al., 2012).

El virus Nipah se mantendra en su reservorio de murciélagos, por lo que es poco
probable que sea erradicado. La matanza y el entierro de cerdos en las regiones
afectadas controlaron el brote de Malasia y Singapur. La limpieza y desinfeccién de
rutina de los corrales de cerdos con detergentes puede reducir la exposicion de los
cerdos, pero si se sospecha un brote, la cuarentenay el sacrificio pueden reducir la

propagacion de la enfermedad (Wang et al., 2013).

2.3.9 VIRUS DE LA INFLUENZA H5N1 A

Los virus de la influenza son miembros de la familia Orthomyxoviridae y el genotipo

H5N1 pertenece al género Alphainfluenzavirus y pertenece a la especie influenza A
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(ICTV, 2017). Los virus de la influenza son virus de ARN de cadena negativa que
tienen un genoma segmentado (Shaw y Palese,
2013).

Los viriones son esféricos (80-120 nm de didmetro) o
filamentosos (hasta 20 um de largo) (Noda, 2011). El
virus esta presente en las heces de las aves acuaticas

silvestres, el agua contaminada por sus heces, las

secreciones de las aves de corral domésticas

Figura 2.9 H5N1A Influenza
Fuente:

(respiratorias y heces) y las secreciones respiratorias
. . https://www.cdc.gov/flu/images/avianfl

en aerosol de los animales infectados. Uvirus-image-square.jpg? =29313

El virion suele ser muy labil (Markey et al., 2013b) pero se ha demostrado que el
virus de la influenza aviar es infeccioso durante meses en agua a baja temperatura
y durante mas de una semana en agua a 22 ° C (Hinshaw et al., 1979, pag. Markwell
y Shortridge, 1982) con una mayor supervivencia cuando el agua tiene un pH de
neutro a basico (7.0-8.5) y concentraciones bajas de amoniaco (Keeler et al., 2014).
La estacionalidad de las epidemias en los seres humanos se ve afectada por la
temperatura y la humedad, y el virus sobrevive mejor a 20 ° C en condiciones de
baja humedad, pero a 30 ° C que requiere mayor humedad. La presencia de sales
y proteinas en las gotitas respiratorias permite la supervivencia del virus en gotitas

en aerosol durante hasta 1 a 24 horas (Sooryanarain y Elankumaran, 2015).

La transmision se produce a través de la inhalacion de pequefias gotas de aerosol,
la contaminacion fecal de las aves de corral y las infecciones transmitidas por el
agua. En Asia, la contaminacién del medio ambiente por las heces de las aves
acudaticas provoca la infeccién de las aves de corral domésticas, incluidos pollos,
patos y gansos, que a menudo se mantienen en el mismo entorno. Por lo general,
esto provoca una enfermedad grave y la secrecidén de altos titulos de virus de las
aves domésticas, lo que promueve la infeccion de quienes trabajan con ellas o estan
en contacto con ellas o en la cadena alimentaria.

El virus de la influenza A causa brotes estacionales con epidemias / pandemias

graves ocasionales en humanos y animales. Existe evidencia de que el H5N1 ha
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infectado a los humanos directamente al beber sangre de pato o comer carne de
pato; sin embargo, la via mas comun es la aerosolizacion y la inhalaciéon (Shao et
al., 2011, Tumpey et al., 2002).

2.3.10 POLIOVIRUS

La poliomielitis se conocia como una enfermedad
de origen alimentario asociada con el consumo de
leche no pasteurizada o mal pasteurizada y
contaminada por manipulacion humana. En 1985 la
OPS propuso la erradicacién de esta enfermedad,
debido a iniciativas gubernamentales y de

participacion comunitaria encaminadas a aumentar

Figura 2.10 Poliovirus
Fuente:

la cobertura de las vacunaciones y la vigilancia de
P L, . ~ https://www.cdc.gov/dotw/polio/images/illus
la pardlisis flacida aguda, en los afios noventa la trations 928px.ipg? =29837

poliomielitis fue erradicada de las Américas, primera region en alcanzar ese objetivo.

Bajo los auspicios de la OMS, otros continentes han puesto en marcha programas
de vigilancia e inmunizacion para erradicar esta enfermedad de notificacion
obligatoria para todos los casos y brotes. Recientemente, se han aislado poliovirus
12 y echovirus 20, 21, 27, 29 en 16 de 33 muestras del camardon blanco

marino Panaeus schmitti obtenidas en Venezuela.®
Otros virus responsables de gastroenteritis.

En 1961, en apenas 6 dias, una gastroenteritis por astrovirus afecté a mas de 4 600
estudiantes en Katano, ciudad de 66 000 habitantes de Osaka, Japdn. El brote
estuvo relacionado con una fuente comun de alimentos. En el Brasil, la deteccion
de otros virus productores de gastroenteritis, como los astrovirus y los calicivirus, ha
sido baja. En 1988, el grupo brasilefio que estudia las gastroenteritis viricas detecto

la presencia de nuevos virus en heces humanas: los picobirnavirus. Mediante una

8 Contaminacién de los alimentos por virus: un problema de salud pUblica poco comprendido. Carlos Ferrari y
Torres. Enlace: hitps://www.scielosp.org/article /rpsp/1998.v3n6/359-366/
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comparaciéon de pacientes positivos al VIH con y sin diarrea se demostré que la
frecuencia de infeccion virica en los que padecian diarrea era tres veces mas alta
que en los que no la padecian. Los astrovirus, picobirnavirus, calicivirus y
adenovirus fueron los aislados con mas frecuencia y no se aislaron rotavirus,

herpesvirus ni citomegalovirus.

Una vez que se haingerido un alimento que se encuentra contaminado por un virus,
no se debe de pasar por alto las consecuencias que pueda traer a nuestro
organismo, ya que comenzara a realizar un mecanismo de infeccion, para invadir
las células y asi diseminarse, luego de un respectivo tiempo de incubacién. No es
seguro ingerir alimentos que se encuentren contaminados, se debe de aislar tanto
el huésped, como el alimento, para comenzar un tratamiento para contrarrestar la

infeccion y los sintomas o intoxicacion que se pueda producir.

2.3.1 Mecanismos de infeccion.

Los virus suelen infectar a varios tipos celulares mediante una endocitosis mediada
por el receptor tras la unién a moléculas celulares normales de la superficie. Los
virus pueden causar una lesion tisular y enfermedad por cualquiera de diversos
mecanismos. La replicacion virica interfiere con la sintesis y funcién de las proteinas
celulares normales, y lleva a la lesién vy, finalmente, a la muerte de la célula
infectada. Esto da lugar a un tipo de efecto citopatico del virus, y se dice que la
infeccion es litica, porque se lisa la célula infectada. Los virus pueden estimular
respuestas inflamatorias que producen dafio en los tejidos. Los virus también
pueden causar infecciones latentes. Las respuestas inmunitarias innatas y
adaptativas frente a los virus pretenden bloquear la infeccidn y eliminar las células

infectadas.
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2.3.2 Tipos de mecanismos de infeccién.

Los virus que entran a la célula por endocitosis mediada por clatrina estan
expuestas al ambiente acido de los endosomas y pueden responder al bajo pH
sufriendo cambios conformacionales. Estos cambios conformacionales permiten la
exposicion de péptidos de fusidn los cuales a su vez interactian con la membrana

del endosoma facilitando su liberacion al citosol.

Dependiendo del pH que se requiera para provocar el cambio conformacional, el
sitio de penetracion de los virus puede ser los endosomas tempranos (que tienen
un pH 6.5 a 6.0), tardios (pH 6.0 a 5.5) e inclusive los lisosomas (pH 5.5 a 4). Un
ejemplo de un virus que sufre una fusion catalizada por un ambiente acido es el
virus de influenza. En la superficie celular, el virus se une a receptores que tienen
acido sialico a traves de las cabezas globulares de la glicoproteina viral

hemaglutinina (HA).

El virus es entonces internalizado via la endocitosis mediada por clatrina y el bajo
pH de los endosomas tardios provoca cambios conformacionales en las cabezas
globulares de la proteina HA. Esto expone al péptido de fusién el cual es una region
altamente hidrofébica de la proteina. Ademas, estos cambios lo acercan a la
membrana del endosoma con lo cual la fusiéon de la membrana viral con la
endosomal se puede llevar a cabo y el genoma viral es liberado al citoplasma. Si los
cambios conformacionales se inducen antes de que el virus sea internalizado,
mediante un tratamiento de las particulas virales con pH &cido, por ejemplo, el virus

se inactiva y pierde su infectividad.

En el caso de SV40, un virus de DNA que tiene el potencial de causar tumores, su
infectividad se ve disminuida cuando se trata a las células con drogas como la
nistatina, que inhiben esta via. Asimismo, la expresion de una mutante dominante

negativa de dinamina (defectuosa en su actividad de GTPasa) inhibe la entrada de
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este virus®, lo que sugiere que SV40 entra a la célula por una via dependiente de
caveolina y dinamina. Continuando la caracterizacion de la via de entrada,
Pelkmans et al., demostraron que inhibidores de tirosin cinasas como la genisteina
bloquean la internalizacion de este virus®. Ademas, SV40 requiere un citoesqueleto
de actina dindmico dado que inhibidores de la polimerizaciéon de actina afectan su
infectividad®. La ruta de entrada de SV40 es bastante inusual, este virus después
de ser internalizado por la via dependiente de las caveolas es llevado a organelos
celulares neutros llamados caveosomas y de ahi es transportado al reticulo
endoplasmatico donde la particula viral es desensamblada por enzimas de la
maquinaria del plegamiento de proteinas. Al ser un virus de DNA, el sitio de
replicacion de este virus es el nicleo de la célula. Aln se desconoce el mecanismo

gue utiliza este virus para llegar hasta este organelo.

2.3.3 Epidemiologia de las enfermedades viricas transmitidas por alimentos.

Los moluscos constituyen una de las principales fuentes de contaminacion, seguido
por las frutas y vegetales, carnes, pan y los helados. Las principales causas de
contaminacion de los alimentos fueron la mala higiene personal, el empleo de
temperaturas de refrigeracion y de coccion inadecuadas, y la contaminacion
ambiental y de equipos. En un estudio, realizado por la Agencia de Proteccion del
Medio Ambiente de los Estados Unidos, se analizaron las enfermedades
transmitidas por el agua que fueron notificadas entre 1986 y 1988 en 24 estados y
en Puerto Rico. En total se describieron 50 brotes y 25 846 casos. El virus Norwalk
ocupo el segundo lugar entre las causas mas frecuentes (5 474, 0 21,18% de los
casos), después del protozoo Cryptosporidium sp., en cuyo Unico brote se
registraron 13000 casos (50,3%).°

Algunas otras enfermedades como la gastroenteritis, se encuentra asociada a

diferentes tipos de virus, como los que se muestran a continuacion:

% Mecanismos de transmision de virus en alimentos. Scielo. (1998) Ferrari et al. Revisado en 2022.
Fuente: https://scielosp.org/article/rpsp/1998.v3n6/359-366/
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Tabla 2.5 Familias de virus asociadas con gastroenteritis en humanos.

Nombre comun

Familia

Dimensiones
(nm)

Acido nucleico

Envoltura

Virus asociado a
gastroenteritis

en humanos

Nombre comun

Familia

Dimensiones (nm)

Acido nucleico

Envoltura

Adenovirus  Astrovirus Norovirus Rotavirus SARS
. Astro- L - Corona-
Adeno-viridae . Calici-viridae Reo-viridae o
viridae viridae
120-
80-110 27-30 27-32 60-80
160
dsDNA SSRNA SSRNA dsRNA SSRNA
No No No No Yes
Norovirus
. (NoV, especially
Adenoviridae _ SARS-
Astroviruses SRSV, RVA (RVB,
40 and 41 CoV
NLVSs), RVC)
Sapovirus
Nipah Influenza Hepatitis A Hepatitis E
Paramyxo- Paramyxo- Picorna- o
. . . Calici-viridae
viridae viridae viridae
150-300 150-300 27-30 35-40
neg ssRNA neg ssRNA SSRNA SSRNA
Yes Yes No No
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Virus asociado a
Influenza

gastroenteritis en Nipah HAV HEV
(H5N1)
humanos

Recuperado de:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7157469/table/t0015/?report=object

only

2.3.4 Intoxicacion Alimentaria.

Los sintomas comunes de la intoxicacion alimentaria incluyen:
v’ diarrea o diarrea con sangre

vomitando

dolor en el abdomen

fiebre

AN NERN

dolor de cabeza

Los sintomas varian de leves a graves y pueden durar desde unas pocas horas

hasta varios dias.

Con menos frecuencia, algunos tipos de intoxicacion alimentaria, como el botulismo
NIH external link y la intoxicacion por pescado y mariscos NIH external link, pueden

afectar su sistema nervioso NIH external link. Los sintomas pueden incluir

Vision borrosa

Dolor de cabeza

Paralisis NIH external link

Hormigueo o entumecimiento de la piel
Debilidad

Las personas con sintomas del sistema nervioso deben consultar a un médico o

RN NN

acudir a una sala de emergencias de inmediato.
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2.3.5 Sintomas de deshidratacion.

Los sintomas de deshidratacion, la complicacion mas comun de la intoxicacion

alimentaria, pueden incluir los siguientes en adultos

v
v

<

v

Sed extrema y boca seca

Orina menos de lo habitual

Aturdimiento, mareos, que pueden ocurrir cuando la persona se pone de pie
0 desmayo

Sensacion de cansancio

Orina de color oscuro

Disminucion de la turgencia de la piel, lo que significa que cuando pellizca y
suelta la piel de la persona, esta no vuelve a la normalidad de inmediato.

Ojos o mejillas hundidos

Las infecciones con microorganismos (virus, bacterias y parasitos) causan la

mayoria de las intoxicaciones alimentarias.

Existen alimentos que ocasionen una intoxicacion, tales como los siguientes:

Productos frescos

Carne, aves y huevos crudos o poco cocido

Productos lacteos y jugos de frutas que no han sido pasteurizados,
calentados para matar microbios dafinos

Pescados y mariscos

Alimentos que las personas manipulan durante la preparacién, como carne
en rodajas, ensaladas y frutas cortadas, sandwiches y productos horneados
Carnes procesadas y listas para comer, como salchichas o fiambres

Alimentos que no estan debidamente enlatados o sellados
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2.3.6 Consecuencias en la salud.

Si no mantiene los alimentos crudos, como la carne de res, las aves, los mariscos y
los huevos, separados de otros alimentos, los microbios de los alimentos crudos

pueden propagarse a otros alimentos.*°

Los patogenos transmitidos por los alimentos causan resultados de salud agudos y
cronicos de muy diferentes duraciones, severidad y mortalidad, lo que resulta en
altos costos y cargas para la sociedad. Se hace cada vez mas hincapié en las
cuestiones de la inocuidad de los alimentos y la intoxicacion alimentaria, sobre todo
en los paises desarrollados. La infeccion/contaminacién con muchos agentes, es
decir, entidades bacterianas, parasitarias y virales, puede provocar enfermedades

transmitidas por los alimentos.

Una variedad de virus diferentes puede causar intoxicacion alimentaria/infeccion
transmitida por alimentos, y la infeccion puede provocar una gran variedad de
sintomas, que van desde una enfermedad leve y aguda hasta una enfermedad

cronica, debilitante e incluso la muerte.1

Las ETA (Enfermedades de transmision alimentaria) pueden clasificarse en
infecciones, intoxicaciones o infecciones mediadas por toxina.

La infeccion transmitida por alimentos es una enfermedad que resulta de la ingestion
de alimentos conteniendo microorganismos patdgenos vivos, como Salmonella,
Shigella, el virus de la hepatitis A, Trichinella spirallis y otros.'?

La intoxicacion causada por alimento ocurre cuando las toxinas producidas por
bacterias 0 mohos estan presentes en el alimento ingerido o elementos quimicos en
cantidades que afecten la salud.

Las toxinas generalmente no poseen olor o sabor y son capaces de causar la

enfermedad incluso después de la eliminacion de los microorganismos.

10 Sintomas y causas de intoxicacion por virus. NIH (2019) Recuperado el 27/20/2021. Enlace:

https: / /www.niddk.nih.gov/health-information/digestive-diseases /food-poisoning /symptoms-causes

11 Virus en alimentos e infecciones transmitidas. (2019) NIH. Enlace:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7157469/

12 Virus en alimentos. OPS. Consultado el 8 de noviembre de 2021 Enlace:

https:/ /www 3.paho.org/hq/index.php2option=com_content&view=article&id=10836:2015-enfermedades-
transmitidas-por-alimentos-eta&ltemid=41432&lang=es
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CAPITULO 3. DETECCION Y CONTROL DE VIRUS EN ALIMENTOS.

La viremia suela asociarse con la fase aguda de las enfermedades viricas y puede
preceder a la aparicién de los sintomas. La aportacién del laboratorio para el
diagnéstico de las infecciones viricas requiere que los especimenes se recojan,
transporten y procesen adecuadamente. En la actualidad, la mayoria de los
métodos de laboratorio emplean equipos comerciales. En todo momento deben
seguirse las instrucciones de los fabricantes.

Los especimenes potencialmente infecciosos deben procesarse en una cabina de
seguridad. Debe tenerse especial cuidado cuando se trabaje con muestras que

contengan virus.

La sangre es un espécimen adecuado para muchas pruebas en el laboratorio de
virologia y ha de procesarse de acuerdo con las instrucciones del método. La sangre
se obtiene para pruebas serologicas y pruebas moleculares de deteccion de acidos
nucleicos. Las muestras de sangre se recogen en tubos de vacio. Cuando se

necesite plasma o leucocitos hay que emplear un anticoagulante.

Otras muestras utilizadas para el analisis de virus son el liquido cefalorraquideo, el
liquido amnidtico, los especimenes respiratorios, la orina y las heces. Todos ellos

han de recogerse en las condiciones adecuadas.

Existen cuatro métodos de laboratorio fundamentales para el diagnostico de las
enfermedades viricas: cultivo, deteccién de antigenos, deteccion del acido nucleico

y deteccién de anticuerpos.

Los virus necesitan células vivas para replicarse. Muchos virus se replican de forma

activa en cultivos celulares. Los sistemas de cultivo celular son monocapas de
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células vivas que sostienen el crecimiento de los virus. La replicacion del virus se
detecta mediante el efecto citopatico en la monocapa celular. Se denomina efecto
citopético a las alteraciones morfolégicas visibles caracteristicas en una linea

susceptible debido a la replicacién del virus.

Las lineas celulares pueden propagarse y/o mantenerse en el laboratorio, aunque
lo mas habitual es adquirir los cultivos celulares monocapa comerciales. Existen tres
sistemas celulares generales: primarios, diploides y continuos. Las lineas celulares
primarias son las que proceden directamente de tejidos animales o humanos y se
preparan troceando el tejido y tratdndolo con tripsina. Las lineas celulares
diploides son aquellas que mantienen la infeccidn virica hasta de 20 a 50 pasadas
y proceden de células fetales o de recién nacidos. Un ejemplo son los fibroblastos
humanos diploides. Las lineas celulares continuas son las que proceden de
canceres humanos o animales o son células transformadas in vitro. Asi, estas lineas
celulares continuas tienen un cariotipo heteroploide y pueden subcultivarse de
forma indefinida sin que se pierda la sensibilidad a la infeccion por el virus. Las

lineas celulares continuas mas utilizadas son la HeLa y la HEp-2.

Los antigenos del virus pueden detectarse mediante métodos inmunolégicos con
anticuerpos fluorescentes (inmunofluorescencia directa) o con métodos de
inmunoanalisis. Los métodos de inmunofluorescencia directa implican bastante
trabajo y la interpretacion de los resultados es subjetiva. Los métodos de

inmunoanalisis son mas obijetivos.

Los métodos moleculares permiten detectar el acido nucleico del virus. La
hibridacién in  situ permite detectar por medio de sondas marcadas con
fluorescencia virus como el del papiloma, el citomegalovirus y los virus del herpes.
Las técnicas de amplificaciéon de acidos nucleicos como la PCR o la bADN se
emplean para el seguimiento del VIH y del virus de la hepatitis C. El uso de los

métodos moleculares se ha potenciado con la PCR en tiempo real.
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Las medidas de los anticuerpos frente a los virus tienen dos aplicaciones
fundamentales: diagnosticar la infeccion reciente y determinar la inmunidad.
Demostrar la infeccion actual o reciente requiere la deteccion en el suero de IgM

especifica del virus.!3

Una forma de abordar el diagnéstico de laboratorio de las infecciones viricas es
agruparlas en sindromes clinicos especificos. Se consideran los més importantes:
infecciones de las vias respiratorias, mononucleosis infecciosa, infecciones
congénitas y neonatales, infecciones del sistema nervioso central, gastroenteritis

viricas, hepatitis viricas e infecciones por VIH.'4

Una prueba viral se hace para encontrar virus que causan infeccion. Los virus se
multiplican solo en las células vivas. Los virus causan enfermedades al destruir o
dafnar las células que infectan, lo que dafa el sistema inmunitario del cuerpo,
cambia el material genético (ADN) de las células que infectan o causa una
inflamacion que puede dafiar un Organo. Los virus causan muchos tipos de
enfermedades, como virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), herpes labial,

varicela, sarampion, gripe (influenza) y algunos tipos de cancer.

Las pruebas virales se pueden hacer para detectar virus tales como:

Herpes simple.

Varicela. Esta es causada por una forma del virus del herpes llamada
varicela-zoster (VZV, por sus siglas en inglés). Se puede hacer una prueba
viral para ver si una persona ha desarrollado inmunidad por haber tenido
varicela o después de haber recibido la vacuna contra la varicela.

Virus sincicial respiratorio (RSV, por sus siglas en inglés).

13 Técnicas viroldgicas y virologia clinica. NCBI — PMC. El sevier Public Health Emergency collection.
Recuperado el 17/11/2021. Enlace: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7151762/
14 Técnicas virolégicas y virologia clinica. NCBI — PMC. El sevier Public Health Emergency collection.
Recuperado el 17/11/2021. Enlace: hitps://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7151762/
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https://www.cigna.com/es-us/individuals-families/health-wellness/hw/sistema-inmunitario-sti150867
https://www.cigna.com/es-us/individuals-families/health-wellness/hw/adn-std120898
https://www.cigna.com/es-us/individuals-families/health-wellness/hw/cold-sores-stc123728
https://www.cigna.com/es-us/individuals-families/health-wellness/hw/sarampin-stm159343
https://www.cigna.com/es-us/individuals-families/health-wellness/hw/herpes-simplex-sth149806
https://www.cigna.com/es-us/individuals-families/health-wellness/hw/varicela-stc123689
https://www.cigna.com/es-us/individuals-families/health-wellness/hw/immunity-sti150879
https://www.cigna.com/es-us/individuals-families/health-wellness/hw/infeccin-por-el-virus-sincicial-respiratorio-str2330

Virus Epstein-Bairr.

Citomegalovirus (CMV).

Rotavirus.

Hepatitis.

Verrugas genitales (virus del papiloma humano o VPH).
Gripe.

Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

Virus BK.

Se pueden utilizar varios tipos de pruebas para comprobar la presencia de virus

Virus:

Prueba de anticuerpos. Los anticuerpos son sustancias producidas por el
sistema inmunitario del cuerpo para combatir una infeccion viral especifica.
Los anticuerpos se adhieren a una célula infectada por el virus y hacen que
el virus se destruya. Esta prueba detecta anticuerpos de una infeccion viral
especifica. En general, se hace con una muestra de sangre. Si se encuentra
el anticuerpo, esta prueba puede mostrar si una persona fue infectada
recientemente o en el pasado.

Prueba de deteccibn de antigenos virales. Los antigenos virales se
desarrollan en la superficie de las células infectadas con un virus especifico.
La prueba de deteccidn de antigeno viral se hace sobre una muestra de tejido
gue puede estar infectado. Con la muestra se mezclan anticuerpos
especialmente etiquetados (con un tinte o marcador) que se adhieren a esos
antigenos virales. Los anticuerpos etiquetados se pueden ver mediante el
uso de una luz especial (u otro método). Si los anticuerpos etiquetados se
adhieren a las células, estas estan infectadas con el virus.

Cultivo viral. Esta es una prueba para detectar un virus que puede causar
una infeccion. Una muestra de liquido o de tejido corporal se afiade a ciertas
células utilizadas para hacer que se desarrolle un virus. Si ningun virus

infecta las células, el cultivo es negativo. Si un virus que puede causar una
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https://www.cigna.com/es-us/individuals-families/health-wellness/hw/epstein-barr-virus-ste122094
https://www.cigna.com/es-us/individuals-families/health-wellness/hw/citomegalovirus-stc123783
https://www.cigna.com/es-us/individuals-families/health-wellness/hw/rotavirus-infection-str2491
https://www.cigna.com/es-us/individuals-families/health-wellness/hw/hepatitis-sth149729
https://www.cigna.com/es-us/individuals-families/health-wellness/hw/verrugas-genitales-stg124286
https://www.cigna.com/es-us/individuals-families/health-wellness/hw/gripe-sti150769
https://www.cigna.com/es-us/individuals-families/health-wellness/hw/virus-de-la-inmunodeficiencia-humana-sth149894
https://www.cigna.com/es-us/individuals-families/health-wellness/hw/bk-virus-abn2468
https://www.cigna.com/es-us/individuals-families/health-wellness/hw/anticuerpos-sta123301
https://www.cigna.com/es-us/individuals-families/health-wellness/hw/antgeno-sta123314

infeccion infecta las células, el cultivo es positivo. Un cultivo viral puede tardar
varias semanas en arrojar resultados.

Prueba de deteccién de ADN o ARN viral. Al utilizar una muestra de tejido,
sangre u otros liquidos (como el liquido cefalorraquideo), este tipo de prueba
detecta material genético (ADN o ARN) de un virus especifico. Esta prueba

puede mostrar el virus exacto que causa una infeccion.

Para realizar una prueba viral, se utilizan diferentes tipos de muestras, incluidos
sangre, orina, materia fecal (heces), tejidos de érganos, liquido cefalorraquideo y
saliva. El tipo de muestra utilizada para la prueba depende del tipo de infeccién que

pueda estar presente.®

Las técnicas empleadas en la deteccidn de virus en alimentos se basan en la elusion
y concentracion de los virus desde matrices sélidas o liquidas seguidas de técnicas
moleculares para la deteccion de acidos nucleicos. Distintos paises han
implementado normativas para controlar la presencia de virus en alimentos, pero en
la Argentina no existe aun un desarrollo de la metodologia apropiada para estos
analisis. El objetivo de este proyecto es implementar técnicas Utiles para el control
virolégico de productos alimenticios y para la investigacion de brotes de

enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) de origen no bacteriano.®

La mayoria de los métodos que se utilizan actualmente para la deteccién de virus
transmitidos por los alimentos se basan en la PCR. Estos métodos que se centran

en NoV y HAV con otros en desarrollo son mas sensibles y requieren tiempos de

15 Pruebas virales. SIGNA. Recuperado el 18/11/2021. Enlace: https://www.cigna.com/es-us/individuals-
families/health-wellness/hw/pruebas-mdicas/pruebas-virales-hw235580

16 Blanco Fernandez et al. SCN. DESARROLLO DE UN SISTEMA DE DETECCION DE CONTAMINACION
VIRAL APLICABLE AL CONTROL DE LA INOCUIDAD AGROALIMENTARIA. Enlace: chrome-
extension://efaidnbmnnnibpcajpcglclefindmkaj/viewer.html?pdfurl=https%3A%2F%2Fri.conicet.gov.ar%2Fbitstr
eam%2Fhandle%2F11336%2F44668%2FCONICET_Digital_Nro.241bdf42-ca6f-4043-9a16-
57c60dcff425_A.pdf%e3Fsequence%3D2%26isAllowed%3Dy%23%3A~%3Atext%3DEN%2520general%252C
%2520la%2520detecci%25C3%25B3n%2520de%2Cen%252010s%2520%25C3%25A1cidos%2520nucleicos
%2520extra%25C3%25ADdos.
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analisis mas cortos que los métodos basados en cultivos celulares. Las ventajas y
desventajas de los métodos disponibles para la deteccion de virus entéricos
humanos en los alimentos se describen en la Tabla 3 con mas detalles sobre

meétodos especificos descritos en la seccidn siguiente:

Tabla 3.1 Ventajas y desventajas de los métodos disponibles para la deteccion de

virus entéricos humanos en los alimentos.

Método Ventajas Desventajas

» Se incluyen los principales Es posible que se

virus y matrices
y detengan las

alimentarias. .
mejoras de los

e Mayor confianza en los .
metodos.

resultados debido al uso )
e No incluye

de controles y descripcion .
métodos para

detallada de como

matrices de
interpretar los resultados. .
alimentos
e El reconocimiento
procesados.

internacional de un ,
e El elevado numero

ISO/CEN método ISO aumenta la de controles

implementacion de un
aumenta los

método armonizado en los
Costos.

laboratorios.
e Deben estar

e Introduce la posibilidad de

disponibles
comparar y evaluar
controles
resultados de diferentes .
comerciales

laboratorios. .
e Puede conducir a

o Facilita la acreditacion de .,
la no deteccién de

laboratorios para pruebas : :
niveles bajos de

de virus. ;
virus en algunas
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e La cuantificacion de rutina
proporciona datos sobre
los niveles de referencia

de virus en matrices
alimentarias e informara la
implementacion de niveles
aceptables.

Cuantificaciony
e La confirmacion

confirmacion
sistematica de los
resultados de RT-gPCR
mediante secuenciacion
proporciona informacién
sobre la epidemiologia de

las cepas del virus.

matrices
especificas.
e No se puede
distinguir entre
particulas
infecciosas y no
infecciosas.
o Complejidad del
método.

e La cuantificacién
por RT-gPCR es
sensible a los
inhibidores y tiene
una precision poco
confiable para
niveles bajos de
virus.

La confirmacion de
los resultados
positivos de RT-
gPCR mediante
secuenciacion es
dificil debido a la
baja sensibilidad.

e Aumento de
costos de
cuantificacion y

confirmacion.

o Pérdida de tiempo.
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e Es necesario
desarrollar una
amplia gama de

reactivos.

e Necesita una

evaluacién
cuidadosa de los

protocolos segun
e Reduce la

Deteccion . _ A el tipo de virus y
sobreestimacion de
molecular de matrices.

. namero de particulas de _ _
virus de una _ N o Deben incluirse
. virus infecciosos.

capside intacta controles
viral infecciosos y no
infecciosos.

e Incrementa los
costos en
comparacion con
el método de PCR

estandar.
« Permite la deteccion de e Los virus entéricos
virus infecciosos. de tipo salvaje son
e ICC-RT-PCR. generalmente

dificiles de cultivar.

o Es mas sensible que el

Deteccion de e Es necesario

. ., cultivo celular solo. .
infeccion por optimizar un
virus . sistema de cultivo
o Detecta virus

. : simple para NoV.
infecciosos que no

e El cultivo aumenta
muestran efecto

. - el costo y el
citopatogénico.
tiempo necesarios
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0 Acorta el tiempo de para el
andlisis en comparacion diagnostico.
con el cultivo celular solo. e ICC-RT-PCR no
es cuantitativo a
menos que se
utilice como
prueba de numero

mas probable

(MPN).
o PCR digital
o Es menos sensible a los e Aumento de
inhibidores en las matrices Costos y
alimentarias. preparacion de
muestras.

o Proporciona una Ausencia de un

Nuevas cuantificacion mas precisa enfoque
tecnologias independientemente de estandarizado
las curvas estandar. para la

o secuenciacion de
o La secuenciacion de .
o » proxima
proxima generacion puede »
. generacion.
detectar virus emergentes

y nuevas cepas de virus.

Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7132524/

Una especificacion técnica ISO (Organizacion Internacional de Estandares, 2013;
Organizacion Internacional de Estandares, 2017) para la deteccibn RT-gPCR

cuantitativa y cualitativa estandarizada de NoV y HAV en matrices de alimentos,
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incluidos moluscos bivalvos, vegetales de hojas verdes, bayas, superficies de
alimentos y agua embotellada, describe la matriz. protocolos especificos para la
extraccion de virus y un método comun de extraccion de ARN basado en la rotura
de la capside utilizando un reactivo caotropico seguido de adsorcion de ARN en
particulas de silice.

Dado que la deteccion de virus en las matrices alimentarias es un desafio debido a
las propiedades fisicas y quimicas de los alimentos, el método 1SO incluye ciertos
criterios destinados a evitar la interpretacion de falsos negativos o la subestimacion
de la cantidad de virus. Se agrega un control de proceso de virus para medir la
eficiencia de la extraccion de virus. La inhibicion de la amplificacion de la diana se
evalua afiadiendo un control de ARN, p. Ej. mengovirus, a la reaccion RT-qPCR.

Sin embargo, es necesario abordar la simplificacion del estandar, es decir, la elucion
y concentracién del virus de varias matrices que permiten una alta recuperacion. La
extraccion directa de ARN de las superficies de las bayas por inmersion en tampon
de lisis fue eficaz para detectar algunos sustitutos de NoV en bayas contaminadas
artificialmente (Perrin et al., 2015). Sin embargo, un paso mas hacia la validacion
completa requiere la deteccion demostrada de patdégenos virales en muestras
contaminadas naturalmente y la comparacion del rendimiento entre laboratorios. El
principal problema al analizar matrices de alimentos es la dificultad de detectar
niveles bajos de virus debido al tamafio limitado de la muestra, y la disponibilidad

del método ISO no deberia obstaculizar las mejoras ni la optimizacién del método.

Los genomas virales detectados por RT-gPCR no representan necesariamente
particulas infecciosas, y estos ensayos de deteccibn molecular deben
perfeccionarse para predecir mejor la infectividad de los virus. Como los virus
necesitan una capside intacta para ser infecciosos, se han realizado estudios para

lograr la deteccion de ARN solo a partir de estas particulas virales intactas. Se
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pueden utilizar tratamientos con ARNasa o monoazida de propidio, como se
demostré con éxito en VHA sometidos a inactivacion térmica (Topping et al., 2009;
Sanchez et al., 2012). Sin embargo, estos enfoques deben adaptarse segun el virus
y el tratamiento aplicado (Escudero-Abarca et al., 2014). Ademas, la supresién de
las sefales de virus inactivados puede no ser completa, lo que puede llevar a una
sobreestimacion de los virus infecciosos (Moreno et al., 2015). Dado que los
meétodos se basan en la capacidad de la monoazida de propidio y la ARNasa para
penetrar capsidas dafiadas o destruidas, virus inactivados por intervenciones o
procesos que no reducen o destruyen la integridad de la capside, p. Ej. los que se
dirigen directamente a los &cidos nucleicos no pueden estudiarse mediante tales

enfoques.

Se han propuesto aptameros de acidos nucleicos para la captura de algunas cepas
de NoV y se pueden utilizar aptameros de ssDNA como alternativa a los anticuerpos
(Escudero-Abarca et al., 2014; Moore et al., 2015, Moore et al.,, 2015). Los
aptameros pueden ser bastante especificos segun su disefio. Por lo tanto, podria
usarse un gran panel de diferentes aptameros para reconocer diferentes cepas
virales. Ademdas, su capacidad para detectar una estructura de capside
tridimensional especifica podria usarse para indicar la presencia de particulas
virales completas. Otras técnicas, como los reporteros de nanoparticulas de fagos
en ensayos de flujo lateral, parecen ser prometedoras (Hagstrom et al., 2015), o el
uso de ligandos de receptores artificiales como los polimeros de alta afinidad

impresos molecularmente (Altintas et al., 2015).

Con base en la unién de NoV a los glicanos del antigeno del grupo sanguineo histo,
estos glicanos se han propuesto como herramientas para la evaluacion de la
integridad de la capside (Dancho et al., 2012; Wang y Tian, 2014). Después del
tratamiento de NoV con cloro, calor o radiacion ultravioleta (UV), la union selectiva
del virus alos glicanos mostrd una reduccion de tres log10 en los titulos del genoma,
lo que demuestra la capacidad de los glicanos para atacar especificamente la

capside no dafiada (Wang y Tian, 2014). ). Esta técnica también se utilizé para
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evaluar los efectos de la alta presién hidrostatica sobre el MNV y el virus Tulane (Li
et al., 2015). La combinacion de union de mucina de cerdo y tratamiento con
ARNasa redujo la deteccién de particulas dafiadas después de diferentes
tratamientos de inactivacion (Karim et al., 2015; Afolayan et al., 2016).

Los métodos basados en cultivo celular se pueden utilizar para detectar algunos
virus entéricos, utilizando una serie de pasos de concentracion y purificacion para
eluir los virus de la matriz alimentaria, teniendo especial cuidado de evitar la
reduccion de la infectividad del virus y se demostrd que tales métodos son eficientes
para la deteccion de algunos enterovirus. o cepas de VHA de muestras ambientales
o de alimentos (Metcalf et al., 1995; Pinto et al., 2009). Sin embargo, a pesar de los
numerosos intentos de utilizar estructuras de tejido monocapa o 3-D de una
variedad de lineas celulares, no se pudo lograr una replicacién in vitro reproducible
para NoV (Duizer et al., 2004; Straube et al., 2011). Recientemente, se logro la
replicacion de una cepa Gll.4 Sydney NoV en células B en presencia de antigenos
de histo-grupo sanguineo que expresan bacterias entéricas (Jones et al., 2014,
Jones et al., 2015). Los enteroides intestinales humanos permitieron el cultivo de
varias cepas de NoV mostrando un aumento de hasta 3 log10 para algunas cepas
(Ettayebi et al.,, 2016). Este sistema enteroide, ya aplicado con éxito en varios
laboratorios, ayudara a identificar, calificar e investigar correlaciones con sustitutos
apropiados que se comporten de manera similar al NoV, permitiendo que la industria
alimentaria utilice estos sustitutos para evaluar la efectividad de las estrategias de

control.

Se han utilizado métodos basados en cultivos celulares para amplificar inicialmente
los acidos nucleicos virales y eliminar los inhibidores, antes de la deteccion por RT-
gPCR o0 qPCR, segun el tipo de virus. Este ensayo de cultivo celular integrado (ICC)
(RT) -gPCR / gPCR acorta el tiempo para detectar particulas de virus infecciosos y

se ha utilizado para detectar adenovirus, astrovirus, enterovirus y VHA (Chung et

65



al., 1996; Abad et al., 1997; De Medici et al., 2001; Choo y Kim, 2006). El método
permitié el analisis de la infectividad de los virus encontrados en muestras de
mariscos (Chironna et al., 2002; Croci et al., 2005) y la deteccién de virus que
pueden no causar cambios citopaticos en el cultivo celular (por ejemplo, VHA). El
namero de muestras que dieron positivo por ICC- (RT) -gPCR fue generalmente
menor que las obtenidas por el (RT) -gPCR directo debido a la eliminacién de virus
inactivados que pueden ser detectables usando métodos moleculares (De Medici et
al., 2001) o posiblemente la incapacidad de la linea celular para soportar el

crecimiento de algunas cepas de virus.’

Tabla 3.2 Métodos de base molecular para evaluar la infectividad viral

RT - PCR, PCR con transcriptasa inversa; qRT - PCR, PCR en tiempo real con
transcriptasa inversa; gNASBA, amplificacion basada en secuencias de acidos
nucleicos en tiempo real; FCV, calicivirus felino; mNoV, NoV murino.

i ) » Tipo de _
Método Tratamiento Deteccion Virus
muestra
FCV
, , HAV,
Proteinasa y Cultivo
RT-PCR MNoV,
RNasa celular o
poliovirus
1
] Muestras de
Proteinasa y
Molecular gNASBA hecesy NoV, FCV
RNasa .
cultivo celular
Ensayo de Muestras de
proteccion de gRT-PCR hecesy NoV, FCV
ARNasa cultivo celular
5 NTR Cultivo
HAV
RT-PCR celular

17 Foodborne viruses: Detection, risk assessment, and control options in food processing. NCBI- PMC. Recuperado el 19/11/2021. Enlace:
https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/pmec/articles/PMC7 132524/
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Cultivo
celular +
molecular

Immunolégico

+molecular

Unién a la

monocapa celular

Replicacion de
virus en cultivo
celular (ICC:
cultivo celular

integrado)

captura de

anticuerpos

separacion
inmunomagnética

Region
objetivo
larga
(LTR)
gqRT-PCR

RT-PCR

RT-PCR

RT-PCR

gRT-PCR

Cultivo
celular

Cultivo
celular

Diferentes
tipos de
agua,

efluentes de

aguas
residuales,
muestras
fecalesy
cultivos
celulares.
Diferentes
tipos de
agua,
muestras
fecalesy
cultivo
celular.
Aguas

subterraneas
contaminadas
artificialmente

HAV,
poliovirus
1, F-
specific
RNA
phages
HAV,
poliovirus
1, FCV

AdV,
AstV, EV,
poliovirus,
RV, HAV,

MS2

HAV,
NoV,
poliovirus
1, FCV

HAV

Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7114518/
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Las estrategias de control que dependen de las propiedades intrinsecas y
extrinsecas de los alimentos, por ejemplo, pH, actividad del agua (Aw) y
temperaturas de almacenamiento, de refrigeracion y de congelacion se han utilizado
tradicionalmente para mantener los alimentos microbiolégicamente seguros al
inhibir el crecimiento bacteriano en los alimentos. Sin embargo, es posible que
algunas de estas medidas de control no sean directamente aplicables a los virus,
ya que el "crecimiento” no es una preocupacion, mientras que la "supervivencia" o

el mantenimiento de la infectividad es clave.

Como muchos patdgenos bacterianos, los virus pueden permanecer relativamente
estables en condiciones de almacenamiento refrigerado y congelado (Mattison et
al., 2007; Baert et al., 2008; Huang et al., 2014; Mormann et al., 2015) sin reduccion
de MNV. en espinacas y cebolletas durante 6 meses de almacenamiento congelado
(Baert et al., 2008) y una reduccion <1,2 log10 en fresas (enteras y en pure€) durante
28 dias de almacenamiento congelado (Huang et al., 2014). La regulacion del pH
(por fermentacién o adicion de acido) y los niveles de aw (por secado o usando
solutos como sal / azucar), combinada con varias condiciones de almacenamiento,
puede tener efectos variables sobre diferentes virus (Tabla 5). El MNV y el TuV han
demostrado tolerancia a un pH bajo (pH2 durante 1h; Li et al., 2013), producido por
bacterias del acido lactico. La fermentacién puede producir propiedades antivirales
y los compuestos podrian potencialmente usarse como aditivos alimentarios (Al
Kassaa et al., 2014), pero los modos de accién de estos compuestos no se

comprenden bien.

68



Tabla 3.3 Inactivacion de virus debido a las propiedades intrinsecas y extrinsecas

Control

measures

Sal (2-20% w/v)
pH neutro

durante 7 dias a
(4- 20) °C

Sal (6% w/v) pH
neutro durante
7 dias a (4-
20)°C

10% sal durante
3diasa10°C

Salsa de soja
con 20, 15,10, 5
% de sal
durante 5 dias a
10 °C

de los alimentos.

Matrix

Solucién salina
tamponada con
fosfato (PBS)

PBS

Producto de

ostra salada

Producto de

cangrejo crudo
conservado en

salsa de soja

Virus

ECHO
(virus
huérfano
humano
citopatico

enterico)

FCV

MNV

MNV

Logio reduction

Sin reduccién

2.2
0.4

0.6

1.6 (20%)

1.4 (15%)

1.0 (10%)
0.6 (5% salt)

Reference

(Straube et
al., 2011)

(Straube et
al., 2011)

(Park and
Ha, 2014)

(Park and
Ha, 2015)
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Salsa de soja
con 20, 15,10, 5
% de sal

Producto de
cangrejo crudo

§ conservado en
durante 3 dias a

salsa de soja
10 °C

pH5.2 por 24h a
22°C

Masa de

pH 3,2 (0,4 %
p/p de acido DL-

lactico) durante PBS

7 diasa4dy 20

o

pH 3,2 (0,4 %

/p de acido DL-
p,p , PBS
lactico) durante

3ha20°C
Medios de
pH2 por 1h a cultivo celular
25°C ajustados con

HCI

salchicha cruda

1.0 (20%)
0.8 (15%)
MNV
0.5 (10%)
0.3 (5% salt)
MNV 0.7
>6.0 (20°C), 2.0
FCV (4°C)
ECHO 0.3(20°C),0
(4°C)
FCV 15
MNV ~0.0
TuVv 0.4

(Park and
Ha, 2015)

(Lange-
Starke et

al., 2014)

(Straube et
al., 2011)

(Straube et
al., 2011)

(Lietal.,
2013)
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Medios de

pH10 por 1h a cultivo celular MNV ~1.2 (Lietal.,
25°C ajustados con TuVv ~1.0 2013)
NaOH

Fermentacion,

) MNV 1.6 (Seo et al.
5% sal, 15 dias, ostra
FCV 3.0 2014)
18°C
Fermentacion Vegetable MNV 15 (Lee et al.,
durante 20 dias (dongchimi) FCV 4.2 2012)
Medio de
crecimiento
bacteriano
Lact filtrado libre de
actoeoeetls ) 7 1.3 (BGMF)  (Aboubakr
lactis sp. lactis  células (BGMF) FCV
. » 1.8 (BCS) etal., 201
24h, 37°C y suspension
de células

bacterianas
(BCS)

Fuente: Foodborne viruses: Detection, risk assessment, and control options in food
processing. NCBI- PMC. Recuperado el 19/11/2021. Enlace:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7132524/
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La deteccion de virus en muestras de alimentos y ambientales es un desafio debido
a la gran variedad y complejidad de las muestras, la posible distribucion
heterogénea de una pequefa cantidad de virus y la presencia de componentes que
pueden inhibir o interferir con la deteccion de virus (Goyal, 2006). En la figura 2 se
presenta un diagrama de flujo general para el proceso analitico (desde el muestreo
hasta la identificacion y caracterizacién final) para la deteccion de virus entéricos
humanos. Es necesario separar y concentrar los virus de los materiales ambientales
antes de realizar las pruebas de deteccion (Sair et al. al., 2002). Como todavia no
se ha desarrollado ningun procedimiento estandar o enfoque sistematico para
evaluar la adsorcion de virus en diferentes sustratos, es dificil sacar conclusiones
sobre los mecanismos implicados en la adsorcion de virus (Jin y Flury, 2002); en
consecuencia, establecer procesos adecuados de separacion y concentracion es
aun mas exigente. Cualquiera que sea el método utilizado, el concentrado final no
debe ser citotoxico para los cultivos celulares utilizados en los ensayos de
infectividad y debe estar libre de inhibidores, que pueden extraerse o concentrarse
de muestras ambientales (Goyal, 2006). Se ha descubierto que una variedad de
sustancias bioldgicas y quimicas que estan presentes en la materia ambiental o que
se utilizan durante el procesamiento de muestras actian como inhibidores, incluidos
polisacaridos, hemo, fenol y cationes (Atmar, 2006). Los inhibidores de la PCR
conocidos en extractos de mariscos incluyen glucogeno y polisacaridos acidos
(Schwab et al., 1998).18

Figura 3.1 Diagrama esquematico del proceso analitico de deteccién e
identificacion de peligros de virus ambientales.
TCDI 50, ensayo de dosis infecciosa de cultivo tisular mediano; EIA,

inmunoensayo enzimatico; RIA, radioinmunoensayo; ELISA, ensayo

18 Deteccidn de virus en alimentos. NCBI- PMC. Enlace:
https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7114518/
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inmunoabsorbente ligado a enzimas; NASBA, amplificacién basada en secuencias
de &cidos nucleicos.

Deteccion

Concentracion

\

Cultivos | Métodos |
celulares ~| moleculares [
Ejemplos: ‘ Ejemplos:
Ensayo de placa ELISA
TCIDso Extraccion de EIA

4acido RIA T S,
e
T e [ Identificacion/caracterizacion ]
Ejemplos:
I Secuenciacion

PCR multiplex
Reaccion de Inmunotincién
amplificacion
Ejemplos:

PCR
PCR en tiempo real
NASBA

Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7114518/fiqure/fmr306-fig-
0002/

Para el analisis viroloégico de aerosoles, la cuestion clave es la recogida y
preparacion de muestras para los diferentes procedimientos de deteccion (basados
principalmente en cultivo celular y / o técnicas moleculares). El tamafio de la
muestra es generalmente de 1 a 3 m® de aire. Se han desarrollado varios enfoques,
basados en la propiedad de las particulas transportadas por el aire de adherirse a
cada superficie con la que entran en contacto (Verreault et al., 2008). Hay tres
principios diferentes subyacentes a los muestreadores de aire mas utilizados:
filtracion por membrana, impacto en superficies soélidas seguido de elucién o
impacto en un medio liquido. Los eluidos producidos pueden concentrarse aun mas
(Verreault et al., 2008). Otros métodos para el andlisis virologico de aerosoles
incluyen ciclones o precipitadores electrostaticos, y en los ultimos afios, el miedo al

bioterrorismo ha desencadenado evaluaciones de varias metodologias nuevas
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(incluida la espectrometria de masas) capaces de identificar especies peligrosas en
el aire. Sin embargo, es poco probable que tales técnicas sean adecuadas para los
analisis ambientales de rutina en un futuro préximo y, ademas, requieren el

establecimiento de grandes bases de datos de muestras ambientales.

Para definir el destino del virus disperso por el aire, también se debe realizar un
seguimiento de la superficie, ya que las gotas mas grandes tienden a depositarse.
El muestreo de superficie se usa mas ampliamente en entornos de atencién médica
y en la produccién de alimentos para evaluar no solo la contaminacion viral, sino
también la eficacia y la aplicacion correcta de los procedimientos de desinfeccion.
Para superficies duras, se debe limpiar un area de superficie definida (es decir, 10
0 36 cm?); A continuacién, se eluye el hisopo y el eluido se procesa como una
muestra liquida. Los métodos alternativos son las placas de contacto, que pueden

eluirse de manera similar.

Los avances técnicos recientes brindan oportunidades para mejorar la deteccion,
cuantificacion e identificacion de virus en matrices alimentarias. Ademas de algunas
mejoras técnicas de cuantificacion proporcionadas por la PCR digital, la precision
de las tecnologias basadas en PCR podria mejorarse mediante la mejora de las
enzimas, el etiquetado de la sonda y el conocimiento de las secuencias del genoma
viral. La aplicacion de la secuenciacion de proxima generacion a los genomas
virales no solo contribuira a la identificacion viral, sino que también proporcionara
nuevos datos que mejoraran el disefio de cebadores y sondas para ensayos de PCR
dirigidos. En un futuro proximo, la identificacién del viroma en muestras clinicas y
ambientales también sera util en el analisis de muestras de alimentos, asi como
para mejorar el conocimiento sobre cualquier relacion entre la contaminacién

bacteriana y viral.
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES GENERALES

Este proyecto se baso en la recopilacion de informacion desde lo mas basico, es
decir, el como esta conformado un virus, asi como su clasificacion, la taxonomia, el
mecanismo de accion que suelen tener, el efecto de las vacunas al entrar en
contacto con ellos, asi como los programas especificos de la OMS y OPS para
contrarrestar una posible epidemia o pandemia en la actualidad. Se ha tratado
acerca de la contaminacién en diferentes tipos de productos alimenticios, asi como
sus técnicas de deteccion, identificacion y cuantificacion. Este tipo de informacion
sera util para futuras generaciones que busquen una aplicacién o requieran de un
compendio de informacién para poder llevar a cabo algun proyecto o céatedra.

Por otra parte, también se busca llevar a cabo una concientizacion acerca de los
virus que existen en alimentos, para tomar precauciones y evitar sucesos como lo
gue ocurrié actualmente con la pandemia de Covid-19, buscando llevar a cabo
planes de accion que narren de lo que un virus es capaz de llegar a efectuar en
nuestra poblacion. Se busca llegar a lectores de otros ramos, como agricultores,
personal que trabaja en campo, personal de la industria alimentaria, en aduanas,
asi como, Quimicos de alimentos y profesionistas, que puedan tomar cartas en el
asunto y ésta informacion les brinde una ventana para visualizar de forma mas facil
y accesible, acerca de todo el mundo microscopico que existe en cuestion a lo que

son los virus y como actuar ante ellos.
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