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Los principales virus asociados con enfermedades de transmision alimentaria son los Norovirus
humanos (NoV), causantes de gastroenteritis, y el virus de la hepatitis A (HAV) que origina hepatitis
aguda. Estos virus no se multiplican in vitro, o lo hacen con muchas dificultades, por lo cual su deteccion
en alimentos se basa en técnicas moleculares. Los principales alimentos involucrados en infecciones
viricas transmitidas por alimentos son los moluscos bivalvos, las verduras que se consumen crudas y las
frutas tipo baya. La estandarizacion de los métodos moleculares es requisito indispensable para que se
puedan adoptar en marcos reguladores e implementar de forma rutinaria en el anélisis de alimentos.
Un grupo de trabajo del Comité Europeo de estandarizacion (CEN/TC 275/WG6/TAG4-viruses in foods)
ha desarrollado y validado métodos de referencia para la deteccion de virus en matrices alimentarias. La
determinacidn cuantitativa de virus en alimentos permitiria la prediccién del riesgo sanitario asociado
a su consumo, puesto que a mayor nimero de copias genémicas viricas mayor riesgo de infeccion.
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Report of the Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Safety
and Nutrition (AESAN) in relation to the viral contamination of foodstuffs,
with special emphasis on bivalve molluscs and control methods.

The viruses primarily associated with food-borne illness are human Norovirus (NoV), causing
gastroenteritis, and Hepatitis A virus (HAV) causing acute hepatitis. These viruses do not grow, or grow
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with many difficulties, in vitro and thus their detection in food matrices relies on molecular techniques.
The major foodstuffs involved in food-borne viral infections are bivalve molluscs, salad vegetables and
berries. Standardization of molecular methods is necessary before their adoption within regulatory
frameworks and their routinely implementation in food analysis. A European standardization working
group (CEN/TC 275/WG6/TAG4-viruses in foods) has developed standard methods for virus detection in
foodstuffs. Quantitative determination of viruses in food would allow the assessment of the associated
health risk after consumption of bivalves with a given number of virus genome copies since higher
number of genome copies correlate with higher risk of infection.

Human Noroviruses, Hepatitis A virus, RNA, Real-time-RT-PCR, Standardization, Genome copies.



Los virus entéricos son aquellos transmitidos por la via fecal-oral y por ende aquellos que potencialmente
pueden estar presentes en alimentos que hayan sufrido contaminacién con materia fecal.

Entre los virus entéricos humanos destacan diversos agentes productores de gastroenteritis como
los Norovirus, Sapovirus, Astrovirus, Rotavirus y Adenovirus del grupo F, asi como los agentes de las
hepatitis entéricas (A y E). Atendiendo al nimero de brotes alimentarios asociados a estos agentes, los
mas importantes desde la perspectiva de seguridad virica de los alimentos son: Norovirus genogrupo
I (NoV GI) y Il (NoV GlI) y el virus de la hepatitis A (HAV). No obstante, no hay que menospreciar la
posibilidad de que se originen futuros brotes alimentarios de gastroenteritis por Sapovirus, debido a
su creciente incidencia en la poblacién, asi como de hepatitis E que aun siendo una hepatitis de baja
incidencia en nuestras latitudes es muy comUn en China y sudeste asiatico y, en el contexto actual de
comercio global de alimentos, representa un riesgo potencial. Cabe destacar que algunos animales,
como el cerdo y el jabali, pueden también ser infectados por el virus de la hepatitis E y actuar como
reservorio del virus, puesto que se han documentado algunos casos de infeccion en humanos por
consumo de higado poco cocinado proveniente de animales infectados.

Entre los alimentos que presentan un mayor riesgo de estar contaminados por virus entéricos
destacan los moluscos bivalvos por su alta capacidad de filtracion y de concentracion de los vi-
rus potencialmente presentes en el agua de cultivo, asi como las verduras que se consumen en
ensalada y las frutas tipo baya irrigadas con aguas con aportes fecales. Este tipo de alimentos suelen
consumirse crudos o poco cocinados incrementando al méaximo el riesgo de infeccion. Asimismo, es
posible la contaminacion de los alimentos por una manipulacion higiénica deficiente por parte de los
manipuladores, tanto sintomaticos como asintométicos, excretores de virus.

Un importante factor que contribuye a la transmision de los virus entéricos a través de alimentos es
su elevada estabilidad extracorpérea o ambiental que en algunos casos, como por ejemplo en el HAV,
es extrema.

Debido a que los alimentos son una de las fuentes de transmision de los virus entéricos, a que, en
ocasiones, los brotes afectan a comunidades cerradas de poblaciones de riesgo (hospitales, residencias)
y a que Espafia es un importante pais productor y consumidor de moluscos bivalvos, que son uno de los
principales alimentos potencialmente involucrados en la transmision de estos virus, la Direccion Ejecutiva
de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN) ha solicitado al Comité Cientifico
la elaboracién de un informe que valore el estado del conocimiento respecto a la contaminacion virica de
los alimentos, con especial énfasis en moluscos bivalvos, y sus métodos de control.

Este informe permitira valorar el grado de conocimiento sobre este tema en Espaiia y hacer un
planteamiento de futuro respecto a las necesidades de informacion que se suscitan ante la posibilidad
de que, por parte de la Comision Europea, se establezcan limites para determinados virus en alimentos
(moluscos bivalvos).

Biologia de los Norovirus (NoV

Los Norovirus (NoV) son miembros de la familia Caliciviridae (Fauquet et al., 2005) y como tales son
virus no envueltos con capside icosaédrica de unos 27-40 nm de didmetro en cuyo interior albergan un
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genoma RNA de cadena simple de polaridad positiva de unas 7 Kb. Dicho genoma contiene tres pautas
abiertas de lectura que codifican respectivamente para las proteinas no estructurales, que incluyen
los enzimas requeridos en la replicacién y una proteasa, la proteina mayoritaria de la capside o VP1
y la proteina minoritaria de la capside o VP2. Una caracteristica muy importante del genoma de los
Norovirus es su elevada variabilidad (Domingo y Vennema, 2008).

Por otra parte, hay que destacar que a pesar de inmensos esfuerzos no se ha conseguido replicar
estos virus en cultivo celular (Duizer et al., 2004). Aunque existen referencias que indican lo contrario, la
falta de reproducibilidad de los resultados descritos pone en duda la veracidad de la adaptacion de los
Norovirus a multiplicar en cultivo celular (Straub et al., 2007). Se cree que la incapacidad de replicar in
vitro viene determinada por la falta del receptor(es) adecuados en las lineas celulares testadas puesto
que la transfeccion del RNA virico da lugar a ciclos infecciosos monocelulares (Guix et al., 2007). En
definitiva, todo ello lleva a la utilizacién de técnicas moleculares para su deteccion (Kageyama et al.,
2003) (Loisy et al., 2005) (Lowther et al., 2008). Ello unido a la alta variabilidad anteriormente citada
implica la necesidad de escoger, mediante criterios muy sélidos las regiones mejor conservadas del
genoma para el desarrollo de las técnicas moleculares de deteccion (Pint6 y Bosch, 2008).

Los NoV se clasifican en cinco grandes genogrupos. Los NoV humanos pertenecen a los genogrupos
1 (GI), Il (GlI) y IV (GIV). Dentro del genogrupo Il se encuentran también virus que infectan cerdos y en
el genogrupo Ill virus que infectan bovinos y aunque no se ha demostrado de forma fidedigna se ha
sugerido que podria tratarse de agentes zoonéticos. Cada genogrupo contiene mdltiples genotipos que
emergen y varian temporalmente (Koopmans, 2005) (Siebenga et al., 2007b) (Domingo y Vennema,
2008) (Kroneman et al., 2008). Los genogrupos se denominan por niimeros romanos y los genotipos
por niimeros arabes (Atmar, 2010).

La transmision de los NoV humanos se da, principalmente, via ingestion de agua o alimentos
contaminados asi como por contacto persona-persona o por contacto con fomites contaminados.
Ciertos genotipos se asocian mas a un tipo de transmisién concreto. Asi se ha descrito que el genotipo
GlI.4 se transmite mayoritariamente por contacto persona-persona, mientras que los brotes originados
por consumo de bivalvos contaminados se asocian generalmente al genogrupo Gl (Le Guyader et al.,
2006b) (Siebenga et al., 2007a). No hay que olvidar que se ha demostrado que los Norovirus humanos
del genotipo G.1 se internalizan de forma especifica en las células del hepatopancreas de ostras (Le
Guyader et al., 2006a). Ademas se han descrito diferencias entre los distintos genotipos en cuanto a la
interaccion con distintos ligandos. Asi el genotipo GI.1 usa como ligando un carbohidrato que contiene
un antigeno A-like, y que esta presente solo en células del hepatopancreas, mientras que el genotipo
Gl1.4 utiliza ademas de este carbohidrato otro que contiene acido sialico y que se halla presente en
la gran mayoria de tejidos (Le Guyader et al., 2006a) (Maalouf et al., 2010). Se cree que la unién a
ligandos con écido sidlico seria mas débil, de forma que los virus del genotipo Gll.4 se internalizarian
con menor eficiencia que la union a ligandos con antigeno A-like lo cudl contribuiria a una mayor
persistencia de los virus del genotipo I.1y a una menor eficacia de los procesos de depuracion.

El periodo de incubacion de la enfermedad oscila de 10 a 51 horas y la dosis infecciosa es baja (Glass
etal., 2009). Para el caso concreto del virus Norwalk, Teunis et al. (2008) estimaron una dosis infecciosa
al 50% de entre 18'y 1.000 particulas viricas. En cierto tipo de alimentos como el marisco se detectan



habitualmente concentraciones muy superiores a las citadas, quedando patente el riesgo asociado (Le
Guyader et al., 2003) (Le Guyader et al., 2010). Por otra parte, estos niveles de virus son excretados
por pacientes antes de mostrar ninguna sintomatologia e incluso después de que ésta haya cesado, lo
cual pone de manifiesto el potencial papel de los manipuladores de alimentos en la transmision de la
gastroenteritis por NoV. Se estima que las gastroenteritis por NoV de origen alimentario representan
entre un 12% y un 47% del total de gastroenteritis por NoV y el resto se originaria por contacto
persona-persona o contacto con fomites contaminados (FAO/WHO, 2008).

gia del virus de la hepatitis A (HAV)

El virus de la hepatitis A (HAV) pertenece a la familia Picornaviridae (Fauquet et al., 2005) y como
tal es un virus desnudo con cépside icosaédrica de unos 27 nm de diametro que contiene un RNA de
polaridad positiva de unas 7 Kb. A diferencia de los NoV, el genoma de los picornavirus contiene una
Unica pauta de lectura abierta. A nivel genético, el HAV destaca por tener una tasa de mutacion alta a
nivel de mutaciones sindnimas, dentro del intervalo de otros picornavirus, pero una tasa especialmente
baja en cuanto a mutaciones no sinénimas (Sanchez et al., 2003), sobretodo a nivel de la capside.
Esta caracteristica denota fuertes constricciones estructurales que explican la baja variabilidad ami-
noacidica de la region de la capside y la existencia de un Unico serotipo. Sin embargo, bajo presion
inmune se pueden seleccionar mutantes de escape a anticuerpos monoclonales in vitro (Aragonés
et al., 2008) e incluso a las vacunas existentes in vivo (Perez-Sautu et al., 2011). La razon dltima de
dichas constricciones estructurales se encuentra a nivel gendmico en un uso muy sesgado de codones
que es antagonico al de la célula hospedadora y con una localizacion estratégica de acumulaciones
de codones raros en ciertas regiones del genoma codificante de la capside, con el fin de ralentizar
la velocidad de traduccion y permitir el plegamiento correcto de la proteina (Aragonés et al., 2010).
Ello permite al virus tener una capside altamente cohesiva, siendo muy destacable la estabilidad del
HAV frente a diversos agentes fisicos y quimicos, como altas temperaturas y bajo pH (Hollinger y
Emerson, 2007), a diversas condiciones ambientales extremas, como desecacion (Abad et al., 1994),
y a desinfeccion (Abad et al., 1994). La necesidad de mantener estas agrupaciones de codones raros,
que jugarian un papel importante en la biologia estructural de la capside del virus, explicaria la baja
variabilidad aminoacidica puesto que es infrecuente una mutacién que dé lugar a un cambio de ami-
noacido compatible con la estructura y que ademas conserve el grado de rareza del coddn. Este uso
especial de codones se debe ademas contextualizar con otras caracteristicas muy particulares de la
biologia molecular del HAV como son una formacion, altamente ineficiente, del complejo de iniciacion
de la traduccion (Brown et al., 1994) (Whetter et al., 1994) y la incapacidad de inducir la inhibicion de
la sintesis proteica celular (Ali et al., 2001). En conjunto todo ello contribuye a unas tasas de replicacion
del virus muy bajas y asi solo unas pocas cepas del virus se han podido adaptar a la multiplicacion en
cultivo celular. Las cepas silvestres del virus se deben detectar por técnicas moleculares basadas en
regiones altamente conservadas del genoma.

A pesar de existir un unico serotipo del virus, se reconocen seis genotipos (I al VI) de los cuales el
I, 11'y 11l corresponden a cepas humanas y el IV, V y VI a cepas de simio (Costa-Mattioli et al., 2002).
No existen datos que indiquen que unos genotipos se transmitan mas de un modo u otro, como se
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ha sefialado para los NoV, y ni siquiera parece que haya diferencias en cuanto a patogenicidad entre
los distintos genotipos (Rezende et al., 2003). Los genotipos mas bien denotan distintos origenes
geograficos (Robertson et al., 1992).

La hepatitis A es una hepatitis aguda que nunca cronifica. El periodo de incubacién es de alrededor
de tres semanas durante las cuales el virus se excreta asintomaticamente en grandes cantidades en
las heces de los pacientes. Ello es asi porque es durante este periodo que el virus replica activamente
en higado, pero la sintomatologia, que incluye elevacién de las transaminasas e inflamacién hepatica,
viene dada mas por la respuesta inmune celular adaptativa al cabo de las tres semanas, que por la
propia replicacion virica (Hollinger y Emerson, 2007). Otro problema afadido, desde la perspectiva
de la contaminacion de alimentos, es que en nifios menores de 5 afios la hepatitis A es mayormente
asintomatica pero el virus se excreta en grandes cantidades. La dosis infecciosa es muy baja y se ha
estimado en 10-100 particulas (FDA/CFSAN, 1992). Como en el caso de los NoV estos bajisimos niveles
se superan ampliamente en las heces de los pacientes (10® copias genémicas por gramo) y de ahi la
importancia de los excretores asintomaticos.

A diferencia de los NoV, que son virus emergentes a escala global, el HAV es s6lo endémico en paises
con condiciones sociosanitarias bajas y de ahi la trascendencia de las importaciones de alimentos
contaminados (Costafreda et al., 2006) (Pinto et al., 2009) (Polo et al., 2010). Ademas, en los paises no
endémicos, como Espaiia, la poblacion no entra en contacto con el HAV en la infancia con lo cual llega
a la edad adulta inmunolégicamente naive y es precisamente en la edad adulta cuando se manifiesta
la infeccion clinicamente mas importante llegando a una mortalidad del 1% en la poblacién de mas de
60 afios (Hollinger y Emerson, 2007).

Se estima que las hepatitis A de origen alimentario representan sélo alrededor del 5% del total y
el resto se originarian por contacto persona-persona o contacto con fomites contaminados (FAO/WHO,
2008).

Deteccion y cuantificacion molecular de NoV humanos y HAV en matrices

alimentarias

Como se ha sefalado anteriormente, ni las cepas silvestres del HAV ni los NoV humanos replican
en cultivo celular lo cudl hace necesaria la aplicacion de técnicas moleculares para su deteccion y
cuantificacion, puesto que alternativas como la deteccidon inmunoldgica presentan el inconveniente
de falta de sensibilidad para la deteccién de los bajos niveles de contaminacién presentes en los
alimentos. En los Ultimos afios se han publicado numerosas metodologias basadas en la aplicacion de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), concretamente en la combinacién de la retrotranscripcion
de RNA a cDNA y la amplificacion del cDNA por PCR (técnica de RT-PCR), para la deteccion del HAV y
NoV en matrices alimentarias. Sin embargo, aunque todas ellas, mas o menos correctas dependiendo
de una buena seleccion de primers de regiones altamente conservadas de los genomas, adolecen de
falta de armonizacion y estandarizacion. Es por ello que un Comité de la Direccién General Sanco de
la Unidén Europea (UE) (CEN/TC 275/WG6/TAG4-viruses in foods) esté desarrollando y validando desde
2004 una doble metodologia estandarizada (cuantitativa y cualitativa) para la deteccion del HAV y
NoV humanos en matrices alimentarias (verduras de ensalada, superficies alimentarias, frutas tipo



baya, moluscos bivalvos y agua embotellada) con el fin de establecer métodos de referencia. La parte

primera del estandar (método cuantitativo) y la sequnda parte (método cualitativo) se presentaron en

2009y 2010, respectivamente, a los paises miembros del Comité Europeo de Normalizacion (CEN) para

su valoracion técnica y formal. La publicacion definitiva de los métodos se espera para 2012.

La estandarizacion de las metodologias se basa en tres puntos:

En primer lugar, es clave escoger las regiones mas conservadas del genoma de los virus a detectar,
para que las técnicas sean de amplio espectro. La estructura secundaria del genoma de los virus
RNA puede tener en si misma una funcion determinante en el ciclo replicativo del virus. Por ello, es
evidente que las regiones genomicas involucradas en la formacion de dichas estructuras deberan
ser altamente conservadas entre cepas y, por lo tanto, que la secuencia de las mismas tenderd a
ser menos variable. Disefiar primers dirigidos contra dichas regiones es un valor seguro para hacer
frente a la alta tendencia a la variacion que presentan los virus RNA (Pintd y Bosch, 2008). En el
caso del HAV, la regién mejor/mas altamente conservada se halla en el extremo 5’ no codificante
del genoma puesto que contiene una estructura secundaria implicada en la formacién del
complejo de iniciacién de la traduccion, concretamente la estructura denominada IRES (Internal
Ribosome Entry Site) (Costafreda et al., 2006). En el caso de los NoV no existe una estructura
parecida al IRES del HAV y una alternativa es la region comprendida entre el final del ORF1 (pauta
de lectura abierta codificante de la polimerasa) y el principio del ORF2 (pauta de lectura abierta
que codifica para las proteinas de la capside) o unién ORF1/0RF2 dénde se ha detectado un alto
grado de conservacion filogenética y dénde presumiblemente debe de existir una estructura del
RNA que permita la sintesis del RNA subgendmico molde para la produccion de altas cantidades
de proteinas de la capside (Kageyama et al., 2003).

En segundo lugar, las reacciones moleculares para la retrotranscripcion del RNA (Transcriptasa
inversa, RT) hasta ¢cDNA y su posterior amplificacion (Polimerasas termoestables) son muy sen-
sibles, particularmente la RT, a diversidad de inhibidores. Es por ello necesario la inclusion de
controles exhaustivos que convenientemente adicionados a los tubos de reaccion permitan
controlar la eficiencia de las actividades enzimaticas.

En tercer lugar, y de forma muy importante, es necesario controlar el punto mas critico de la
deteccion de virus en alimentos: el proceso de extraccion de los virus y sus genomas. Cualquier
método molecular, por sensible que sea, serad un rotundo fracaso si no se consigue extraer de
forma eficiente los acidos nucleicos a detectar. Por desgracia, no existen métodos milagrosos
para la extraccion de los acidos nucleicos viricos a partir de matrices alimentarias y los mejores
de ellos ofrecen eficiencias que no suelen superar el 10%. Por ello es de vital importancia
controlar la eficiencia de dicho proceso y la mejor alternativa es el uso de un virus modelo
afadido a concentraciones conocidas a la muestra, previamente al proceso de extraccion. Dicho
virus control debe cumplir una serie de requisitos que son: tener una estructura parecida y
propiedades fisicoquimicas similares a los virus diana a detectar, que nunca pueda estar presente
en las muestras y por supuesto que no tenga potencial patogénico, es decir un virus atenuado
(Pint6 y Bosch, 2008).
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Todas estas premisas se contemplan y cumplen rigurosamente en el protocolo CEN/TC 275/WG6/
TAG4-viruses in foods. Ademas, la inclusion de los controles descritos permite no sélo detectar
cualitativamente la presencia de virus en alimentos, sino que disponiendo de sistemas de determinacion
de las eficiencias de los puntos criticos de la técnica permite cuantificar con buena precisién el nimero
de copias gendmicas presentes en la muestra.

Disponer de una metodologia estandarizada que permita comparar datos obtenidos por distintos
laboratorios y analizar la contaminacién de productos de diversas procedencias geograficas representa un
valor afiadido importantisimo desde la perspectiva de la seguridad virica de los alimentos. Sin embargo,
las técnicas moleculares adolecen de no proporcionar informacion sobre el potencial infeccioso de los
virus presentes en una muestra alimentaria, puesto que lo que se determina es la presencia del genoma
de los virus (técnicas cualitativas) o el niimero de copias gendmicas (técnicas cuantitativas) y ello no es
sindnimo de infectividad, puesto que podria ser que la capside del virus estuviera alterada e incapaz de
unirse al receptor e iniciar el ciclo biolégico, o incluso que el genoma estuviera alterado en otras regiones
distintas a la de deteccion. Es por ello de vital importancia llevar a cabo estudios rigurosos del nivel de
contaminacion presente en distintos tipos de alimentos y con procedencias distintas y compararlo con los
niveles de ataque asociados entre sus consumidores, para intentar determinar el nivel maximo permisible
de copias gendmicas en dichos alimentos. Es decir, al menos para las técnicas cuantitativas, se trata de
establecer unos limites por debajo de los cuales el riesgo de infeccion tras el consumo de esos alimentos
sea muy bajo, teniendo en cuenta que el riesgo cero no existe.

Contaminacion por NoV humanos y HAV en moluscos bivalvos: revision bi-

bliografica
El tipo de alimento que ha sido analizado de forma mas exhaustiva y rutinaria para la deteccion de

virus entéricos es el molusco bivalvo. Por ello, este informe se centra en los datos existentes en este
tipo de matriz alimentaria.

Los moluscos bivalvos son animales filtradores que concentran el material particulado presente en
los grandes volimenes de agua que diariamente filtran con el fin de obtener su alimentacion. Entre
dicho material particulado se pueden encontrar protozoos, bacterias y virus que infectan humanos si
las aguas de cultivo han recibido vertidos fecales. Aunque estos agentes patdgenos se encuentran
diluidos en el agua de cultivo, después del proceso de filtrado quedan concentrados en los tejidos de los
bivalvos, especialmente en el hepatopancreas. En la actualidad no existen tratamientos de depuracién
de marisco bivalvo cien por cien efectivos en la eliminacion de virus, y los que consiguen mayores
eliminaciones son incompatibles con las exigencias organolépticas de este tipo de alimento. Por ello,
la prevencion de las infecciones asociadas al consumo de bivalvos pasa por el control de las aguas de
cultivo. Sin embargo, los criterios microbioldgicos clasicos basados en recuentos de Escherichia coli en
el agua de cultivo o en tejido de bivalvo no garantizan la ausencia de virus en los bivalvos. Por ello,
es recomendable la deteccién y/o cuantificacién de virus ya sea en las aguas de cultivo o en el propio
marisco bivalvo. El laboratorio de referencia para el control de la calidad virica del marisco bivalvo
de Europa, en colaboracion con los laboratorios de referencia de los Estados miembros de la UE, ha
optado por el control de virus en producto final.



EnlaTabla 1 se muestran los porcentajes de muestras positivas para NoV humanos y/o HAV en distintos
estudios que analizan la presencia de dichos virus en moluscos bivalvos recolectados y distribuidos
en distintos paises europeos durante el periodo 2001-2008. En nueve estudios se analizaron sélo
NoV, en dos s6lo HAV y en cinco ambos virus. En estos Gltimos estudios, que comprenden anélisis de
muestras procedentes de Francia, Espafia e Italia, destaca la mayor frecuencia de deteccion de NoV
humanos. Ademas, se pone de manifiesto la alta prevalencia de HAV en muestras originarias de Italia,
concretamente en los mares Jonico y Adriatico que bafian las costas de la region de la Puglia que es
endémica para hepatitis A. En el resto de estudios de marisco procedente de otros paises europeos
destaca la alta frecuencia de deteccion de NoV humanos que es, por otro lado, independiente de
la categoria de la zona de recoleccion, es decir no existe correlacion entre la positividad para NoV
humanos y el nivel de contaminacion bacteriano de la zona de cultivo. Dicha observacion esta en
concordancia con muchos trabajos publicados con anterioridad (Le Guyader et al., 2000) (Romalde et
al., 2002) (Vilarino et al., 2009). Y de ahi un argumento mas para el control de la presencia de virus
en marisco puesto que no hay garantia de ausencia de virus con las actuales normas de clasificacion
de las zonas de cultivo. Sin embargo, ello no significa que no deba controlarse el agua de las zonas
de cultivo sino todo lo contrario hay que controlarlas segin los criterios microbiolégicos habituales y
ademas se debe establecer un control de la presencia de virus.
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Tabla 1. Porcentaje de muestras de marisco positivas para NoV humanos y/o HAV en distintos estudios de
analisis de marisco recolectado en las costas europeas

Pais de Punto Fechade Numero Técnica NoV HAV Referencia
origen muestreo recoleccién muestras deteccion
Tienda al detalle 2004-2008 58 Real time 12% NT' (Boxman, 2010)
Francia Holanda RT-PCR
Tienda al detalle Suiza 2001-2002 61 RT-PCR  13% 0% (Beuretetal., 2003)
Espafia
Galicia Area B 2005 24 Real time 58% 0% (Vilarino et al., 2009)
RT-PCR
Area C 2005 17 Real time 53% 0% (Vilarino et al., 2009)
RT-PCR
Italia
Delta del Area B 2005-2006 96 RT-PCRy 10% 0% (Suffredinietal.,
rio Po Real time 2008)
Mar Adritico| Area B 2003-2004 235 RT-PCR  14% 6% (Croci et al., 2007)
Puglia Tienda al detalle Italia  2005-2008 116 RT-PCR  12% NT (Terio etal., 2010)
Mar Jénico |Area B 2002 29 RT-PCR NT 90% (Di Pinto et al., 2003)
Mar Jénico |Area C 2002 20 RT-PCR NT 30% (Di Pinto et al., 2003)
Gran Bretana/lrlanda
Gran Area B 2004-2006 237 Real time 57% NT  (Lowther et al., 2008)
Bretafia RT-PCR
Irlanda Area A 2005-2007 119 Realtime 31% NT (Flannery et al., 2009)
RT-PCR
Irlanda Area B 2005-2007 42 Real time 54% NT  (Flannery et al., 2009)
RT-PCR
Irlanda Area C 2005-2007 6 Real time 33% NT  (Flannery et al., 2009)
RT-PCR
Holanda
Holanda Tienda al detalle 2004-2008 126 Realtime 9% NT (Boxman, 2010)
Holanda RT-PCR
Holanda Area A 2004-2008 104 Realtime 1% NT (Boxman, 2010)
RT-PCR
Holanda Area A 2003-2004 21 RT-PCR 5% NT (Boxman et al., 2006)
Alemania/Paises Nordicos
Alemania/  |Area A 2004-2008 36 Realtime 11% NT Boxman, comunica-
Dinamarca RT-PCR cion personal
Noruega Area A 2000-2003 681 Real time 7%  NT  (Myrmel et al., 2004)
RT-PCR)

NT: No tratado. Fuente: (Boxman, 2010).




Niveles de contaminacion por NoV humanos y HAV en moluscos bivalvos

distribuidos en Espaia
Distintos laboratorios espafioles estan ya implementando las metodologias desarrolladas en el CEN/TC
275/WG6/TAG4-viruses in foods para el control y cuantificacion de virus en marisco.

En la Tabla 2 se muestran los niveles de contaminacion para NoV humanos Gl y GIl y HAV de
distintos tipos de marisco de diversa procedencia. Los resultados mostrados son las medias de las
copias genomicas crudas por gramo de hepatopancreas, sin aplicar los factores de correccion de
eficiencia de extraccion y amplificacion, puesto que la metodologia CEN/TC 275/WG6/TAG4-viruses
in foods establece que las muestras con eficiencias de extraccién y/o amplificacion <1% no son
cuantificables y deben considerarse simplemente positivas. Mientras la eficiencia de la técnica de
RT-PCR suele ser muy buena, un porcentaje considerable de los analisis adolece de una extraccion
ineficiente. Es por ello que la Tabla 2 sélo incluye valores crudos puesto que la eficiencia de extraccion
de muchas muestras es inferior al 1% de corte. Que la eficiencia de extraccion es el paso mas critico
en la deteccion y particularmente en la cuantificaciéon de virus en muestras de moluscos bivalvos
es un hecho ampliamente descrito (Costafreda et al., 2006) (Pint6 y Bosch, 2008) (Le Guyader et
al., 2009). Pero ademas, la eficiencia de la extraccion depende en gran medida de la experiencia y
familiarizacion de los laboratorios en las metodologias empleadas. La Tabla 3 refleja la alta variabilidad
entre laboratorios, hecho que de nuevo justifica la necesidad de incluir controles de extraccién en los
ensayos.

Tabla 2. Andlisis de los niveles de contaminacion virica de marisco distribuido en Espafia. Los virus testados
son NoV humanos Gl 'y Gll'y HAV. La concentracidn virica se expresa como media + SD de las copias gendmicas
brutas por gramo de hepatopancreas, es decir sin aplicar correcciones debidas a las eficiencias de los procesos
de extraccion y/o amplificacion. En aquellos casos donde se dispone de una Uinica muestra se indica el resultado
puntual. Las muestras negativas no se incluyen en el calculo de las medias

Alimento Pais origen NoV Gl NoV GlI HAV
Meretrix lyrata Corea del Sur/Vietnam 2,5 x 103+1,1 x 10° <1 1,9x10°
Tapes decussatus Espana 4,5x 10°+4,7 x 10 4,8x10249,9x 10" 4,5x 10%+2,7 x 10?
Transennella pannosa Pert 6,5x10°£1,1x10° 1,3 x10°+8,7 x 10? <1

Ensis spp. Marruecos 1,1x10°+1,4 x10* <1 <1

Mytylus edulis Espana <1 3,4 x 10%+4,2 x 102 <1

Callista chione Marruecos 53 x10°+5,8 x 10 <1 <1

Ostrea edulis Desconocido 4,4 x10°+2,1 x 10° 1,2 x10%+7,6 x 10 <1

Donax spp. Marruecos/Pert 8,8x 103 3,4x10%£3,9x 102 5,6 x10°+6,4 x 10°

Datos proporcionados por: Dra. Susana Guix del Laboratorio de Virus Entéricos, del Departamento de Microbiologia
y el Instituto de Nutricidon y Seguridad Alimentaria de la Universidad de Barcelona; Dr. Jesus Lopez-Romalde
del Departamento de Microbiologia y Parasitologia y Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIBUS)-Facultad de
Biologia de la Universidad de Santiago de Compostela; Dra. Joana Pardos de la Agéncia de Proteccid de la Salut
del Departament de Salut de la Generalitat de Catalunya, Girona; Dr. David Tomas de AINIA Centro Tecnolégico,
Valencia.
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Tabla 3. Porcentaje de muestras de marisco con eficiencias de extraccion de virus y acidos nucleicos consideradas

malas (<1%), y que requieren repetir el analisis, aceptables (1%-10%) y buenas (>10%)

Eficiencia Extraccion Lab. 1 Lab. 2 Lab. 3 Lab. 4 Media+SD
<1% 0 3 100 23 3147
1%-10% 95 45 0 59 50+39
>10% 5 52 0 18 19+23

En la Tabla 4 se muestran los valores corregidos de todas aquellas muestras para las que se obtuvieron
eficiencias de extraccion por encima del nivel de corte del 1% propuesto por la metodologia CEN/TC
275/WG6/TAG4-viruses in foods. Como puede observarse los niveles de copias genémicas por gramo
de hepatopancreas aumentan de forma significativa debido a los factores de correccion.

Tabla 4. Andlisis de los niveles de contaminacion virica de marisco distribuido en Espaia. Los virus testados
son NoV humanos Gl y Gl y HAV. La concentracion virica se expresa como media + SD de las copias gendmicas
por gramo de hepatopancreas corregidas teniendo en cuenta las eficiencias de extraccion y/o amplificacion. Las
muestras negativas no se incluyen en el calculo de las medias. En aquellos casos donde se dispone de una tnica
muestra se indica el resultado puntual. Las muestras negativas no se incluyen en el calculo de las medias

Alimento NoV GI NoV GlI HAV
Meretrix lyrata 2,6 x107+4,4 x 107 <1 ND*

Tapes decussatus ND 7,7x103+4.6 x 10° ND

Ensis spp. 6,7x10°+8,9 x 103 ND ND
Mytylus edulis ND 8,4 x 103+2,8 x 102 ND

Donax spp. 2,2x10* ND 2,5x 10°+3.1 x 10°

*ND. No determinado por falta de datos sobre las eficiencias de extraccién y/o amplificacion o por ser eficiencias
inferiores al 1%.

En cualquier caso es destacable la mayor frecuencia de deteccion de NoV que de HAV y los mayores
niveles de NoV Gl que GII. Estos resultados estan en concordancia con la bibliografia (Le Guyader et
al., 2006b).

Seguridad virica de los alimentos

Como se indicaba anteriormente, no existen datos que permitan confirmar que todo el marisco con-
taminado con virus se asocie a patologia en el consumidor. Que se dé una infeccion virica tras el
consumo de un alimento contaminado va a depender de una serie de factores, entre ellos: 1) del
nimero de virus presentes en el alimento, 2) del procesado del alimento que podra contribuir a
inactivar el virus, 3) de la estabilidad del virus frente a ese procesado, 4) de la dosis infecciosa del virus
y evidentemente 5) de la susceptibilidad del individuo consumidor. Este Ultimo punto es individual e
incontrolable, la dosis infecciosa de NoV humanos y particularmente del HAV es muy baja, como ya se
ha indicado anteriormente, en cuanto al procesado la mayoria de alimentos se van a consumir crudos
0 poco hechos y ademas hay que tener en cuenta que estamos frente a agentes altamente estables y,
por lo tanto, el punto mas controlable es el nivel de contaminacién.




Por todo ello y para hacer compatibles la seguridad virica de los alimentos y la economia del sector
productivo, de aquellos alimentos contaminados en origen, no es suficiente con detectar virus sino
que es recomendable cuantificar los titulos de copias gendmicas de forma estandarizada y establecer
niveles de permisibilidad por encima de los cuéles el alimento testado sea considerado no apto para
el consumo, al menos mientras no existan sistemas de inactivacion virica efectivos que no afecten las
propiedades organolépticas de los alimentos en cuestion.

La gran incégnita, sin embargo, sigue siendo la determinacion del potencial replicativo de las copias
gendmicas. Reformulando la pregunta: ;cuantas copias gendmicas han de ingerirse para originar
una infeccion en un individuo susceptible? Esta es la pregunta clave para la cual todavia no existe
una repuesta exacta. Para el caso del HAV se ha descrito que la relacién “nativa”, es decir sin que
medie ninguin tipo de mecanismo de inactivacion, entre particulas fisicas o copias gendmicas y virus
infecciosos, es de aproximadamente 60:1 (Jansen et al., 1988) (Deng et al., 1994). Por otro lado, un
estudio llevado a cabo durante la investigacion de un brote de hepatitis A causado por el consumo de
tellinas contaminadas (Costafreda et al., 2006) (Pinto et al., 2009) describe la existencia de linealidad
entre la dosis infecciosa, calculada en base a la relacion anteriormente citada de copias genomicas:
virus infecciosos de 60:1 y determinando el titulo de copias genémicas mediante una metodologia
estandarizada que incluye factores correctivos para la eficiencia de extraccion y amplificacion, y el nivel
de infeccion en la poblacién consumidora. Asi se estima que 4,3 x 10° copias gendmicas (72 particulas
infecciosas) producirian infeccién en un 11% de los consumidores, 2,5 x 10* copias gendémicas (420
particulas infecciosas) producirian infeccién en un 36% de los consumidores y 3,5 x 10* copias genémicas
(582 particulas infecciosas) producirian infeccion en un 41% de los consumidores. En el caso de NoV
humanos la relacién de copias gendmicas: virus infecciosos no se ha podido determinar debido a la
falta de cepas que se multipliquen en cultivo celular. No obstante, si existen estudios que demuestran
correlacion positiva entre la carga virica en alimentos y su capacidad para producir infeccion (Lowther et
al., 2010), aunque por falta de aplicacion de factores correctivos y la utilizacién de unidades de PCR en
lugar de copias gendmicas es dificil comparar los resultados publicados con otros que se puedan generar.

En cualquier caso la implementacion de metodologias estandarizadas para la determinacion de
las copias gendmicas de NoV humanos y HAV en alimentos potencialmente contaminados en origen,
aunque no defina de forma exacta el potencial de riesgo asociado, si constituye una aproximacion y
por ende representa un paso adelante en el control de la seguridad virica de los alimentos y un valor
ahadido para aquellos alimentos que se consideren aptos para el consumo.

Sin embargo, es importante enfatizar que s6lo un porcentaje pequefio de las gastroenteritis por NoV
y hepatitis A estan directamente asociadas al consumo de alimentos. La gran mayoria de casos son por
contacto persona-persona o por contacto con fomites contaminados y estos casos podrian prevenirse con
medidas higiénicas correctas como el lavado de manos frecuente y sobretodo después de usar el bafio.

Conclusiones del Comité Cientifico

1. La presencia de virus entéricos, particularmente Norovirus humanos y el virus de la hepatitis A,
en alimentos contaminados con materia fecal es causa de gastroenteritis y hepatitis entéricas de
origen alimentario. Asi pues se hace necesario controlar su presencia con métodos suficientemente
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sensibles para detectar los bajos niveles de virus presentes en dichos alimentos que sin embargo
representan un riesgo sanitario por la baja dosis infecciosa de los virus entéricos. Con todo es
necesario destacar que la mayoria de infecciones por Norovirus humanos y el virus de la hepatitis
A se originan por contacto persona-persona y por contacto con fomites contaminados y que el
porcentaje de casos asociados a consumo de alimentos contaminados es bajo.

2. Los alimentos mas frecuentemente asociados a gastroenteritis y hepatitis son los contaminados en
origen como moluscos bivalvos, verduras de ensalada y frutos tipo baya que se consumen crudos o
poco cocinados y en menor medida alimentos contaminados por manipulacion incorrecta después
de su cocinado.

3. Los Norovirus humanos y las cepas silvestres del virus de la hepatitis A no multiplican in vitro en
cultivos celulares. Por ello, los métodos mas adecuados para su deteccion gracias a su sensibilidad
son los basados en la amplificacion por PCR y concretamente en la técnica de RT-PCR, ya que se
trata de virus RNA.

4. Las técnicas actuales de RT-PCR a tiempo real permiten detectar y cuantificar la carga viral de una
muestra. Sin embargo, requieren de una exhaustiva estandarizacion y de la inclusion de controles
de los pasos criticos de la técnica que son la extraccion de virus y 4cidos nucleicos y las reacciones
moleculares de RT-PCR. La metodologia desarrollada por el Comité Europeo de Normalizacion CEN/
TC 275/WG6/TAG4-viruses in foods, cumple con estos requisitos y va ser proximamente publicada.

5. Aunque las técnicas moleculares de cuantificacion (copias de genomas viricos) adolecen de
falta de informacion sobre el potencial infeccioso de las muestras analizadas, existen datos que
confirman la correlacion entre titulo de copias gendmicas y potencial infeccioso de la muestra. A
partir de aqui es necesario definir los limites maximos de copias gendémicas permisibles presentes
en muestras alimentarias a fin de disminuir al maximo el riesgo para la salud teniendo en cuenta
que el riesgo cero no existe.
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