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RESUMEN

Segun el Informe sobre zoonosis de la Unidn Europea mas reciente, los virus son la
tercera causa mas comun de enfermedades transmitidas por los alimentos, solo superados por
las bacterias y sus toxinas. Aunque hay un amplio nimero de virus que pueden transmitirse
por los alimentos, actualmente adquieren mds relevancia Norovirus humano, el virus de la
hepatitis A y el virus de la hepatitis E. Los objetivos del presente trabajo son recopilar e
identificar las principales caracteristicas, técnicas de deteccidon y control de estos virus,

mediante la revision bibliografica de diferentes articulos de los ultimos 20 afios.

Los métodos de deteccion incluyen, principalmente, métodos moleculares mediante
PCR, aunque esta no diferencia virus infecciosos de los que no lo son vy, por ello, se han
empleado otras metodologias, como los métodos integrados mediante PCR y cultivo celular.
Respecto a los métodos de control, los mas utilizados son aquellos que implican el tratamiento
térmico del alimento, aunque actualmente se estan investigando tratamientos que no
emplean la temperatura. A pesar de esto, no hay metodologias oficiales de deteccidn ni

control, ni tampoco limites establecidos respecto a su aparicién en los alimentos.

En conclusién, aunque los virus no se replican en los alimentos, son resistentes en el
ambiente y pueden infectar diferentes productos, como los mariscos y los productos cdrnicos.
Para garantizar su salubridad, es necesario un método de deteccidn fiable y preciso, asi como
un método de control eficaz, que permita inactivar los diferentes virus sin afectar a las

caracteristicas organolépticas del alimento.

Palabras clave: Virus, alimento, hepatitis A, hepatitis E, norovirus, deteccion, control
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ABSTRACT

According to the most recent European Union Zoonoses Report, viruses are the third
most common cause of foodborne disease, second only to bacteria and their toxins. Although
there are a large number of viruses that can be transmitted through food, currently human
Norovirus, hepatitis A virus and hepatitis E virus are more relevant. The objectives of this work
are to collect and identify the main characteristics, detection techniques and control of these

viruses, through a literature review of different articles of the last 20 years.

The detection methods include, mainly, molecular methods by PCR, although this does
not differentiate infectious from non-infectious viruses and, therefore, other methodologies
have been used, such as integrated methods by PCR and cell culture. Regarding control
methods, the most widely used are those involving heat treatment of the food, although
treatments that do not use temperature are currently being investigated. In spite of this, there
are no official detection or control methodologies, nor are there any established limits

regarding their appearance in food.

In conclusion, although viruses do not replicate in food, they are resistant in the
environment and can infect different products, such as seafood and meat products. To ensure
their safety, a reliable and accurate detection method is needed, as well as an effective control
method that allows inactivation of the different viruses without affecting the organoleptic

characteristics of the food.

Key words: Virus, food, hepatitis A, hepatitis E, norovirus, detection, control
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1. INTRODUCCION

1.1 IMPORTANCIA DE LAS ENFERMEDADES DE TRANSMISION ALIMENTARIA

Los patdgenos de transmisidn alimentaria representan un riesgo significativo para la
salud humana y, ademads, causan una gran repercusién a nivel socioecondmico, debido a los
costes asociados a las medidas que se deben tomar para reducir su impacto en la poblacion

(Bosch et al., 2018).

Segun el informe sobre zoonosis de la Unidn Europea, elaborado por la Agencia
Europea de seguridad alimentaria (AESA) y el Centro Europeo para la prevenciéon y control de
enfermedades (ECDC), durante 2019 hubo un total de 5.175 brotes de origen alimentario
(EFSA, 2021). Los datos obtenidos y comparados con el resto de los agentes causales se

detallan en la tabla 1.

Tabla 1: Porcentaje total de brotes, numero de casos e incidencia acumulada de patdégenos de

transmision alimentaria en la Unidn Europea durante el afio 2019. Fuente: EFSA, 2021

AGENTE CAUSAL BROTES % TOTAL TASA X 100.000 NUM DE CASOS
Bacterias 1.364 26,4 0,27 11.667
Toxinas 997 19,3 0,2 10.555
Virus 554 10,7 0,11 12.227
Parasitos 31 0,6 0,01 747
Otros agentes 155 3 0,03 773
Desconocido 2074 40,1 0,41 13.494
Total 5.175 100 1,02 49.463

Como se puede observar, el total de brotes de origen virico representa el 10,7% del
total, solo superado por las bacterias y sus toxinas. A pesar de estos datos, no hay legislacién
aplicable con respecto a los limites de deteccién de los virus en alimentos, ni tampoco

metodologia oficial para su deteccidn y control.
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1.2 VIRUS DE TRANSMISION ALIMENTARIA

1.2.1 TAXONOMIA Y CARACTERISTICAS GENERALES

Los virus comunmente relacionados con las enfermedades de transmisién alimentaria son
aquellos que se encuentran en el tracto gastrointestinal, se transmiten por via fecal-oral y cursan con
gastroenteritis. Los alimentos actian 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 infeccidn 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 los diferencia de las infecciones bacterianas son las siguientes (Koopmans y Duizer, 2004):

- La enfermedad se produce con pocas particulas virales.
- Se eliminan un gran numero de particulas virales en heces de las personas infectadas.
- Los virus necesitan células vivas especificas para poder replicarse.

- Losvirus son resistentes fuera del huésped.

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 consideracidén otros virus que han sido relacionados con los alimentos
entre los que se encuentran Astrovirus (AstV), Adenovirus (AdV) y Sapovirus (SV). Las caracteristicas

generales de estos virus se detallan en la tabla 2.
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Tabla 2: Caracteristicas generales y taxondmicas de virus implicados en la transmision alimentaria.

Fuente: Bachofen, 2018

transmitida por
garrapatas

NOMBRE COMUN GENERO FAMILIA GENOMA  MORFOLOGIA
Adenovirus Mastadenovirus Adenoviridae ADN Icosaédrica
Astrovirus Mamastrovirus Astroviridae ARN Icosaédrica
Coronavirus humano Coronavirus Coronaviridae ARN Helicoidal
Norovirus humano Norovirus Calciviridae ARN Icosaédrica
Sapovirus Sapovirus Calciviridae ARN Icosaédrica
Hepatitis E Hepevirus Hepeviridae ARN Icosaédrica
Hepatitis A Hepatovirus Picornaviridae ARN Icosaédrica
Rotavirus A Rotavirus Reoviridae ARN Icosaédrica
Poliovirus o Enterovirus Picornaviridae ARN Icosaédrica
Coxsackie
Virus de la encefalitis Flavivirus Flaviviridae ARN Icosaédrica
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1.2.2 SITUACION DE LOS VIRUS DE TRANSMISION ALIMENTARIA EN LA UNION
EUROPEA

Segln AESA y ECDC, en Europa, el principal virus causal de brotes de origen alimentario es
NoV, seguido de HAV (EFSA,2021). En la tabla 3 se detallan los datos obtenidos por diferentes

paises de la Unién Europea durante el afio 2019.

Tabla 3: Total de brotes y prevalencia total obtenidas de los diferentes paises de la Union Europea

durante el afio 2019. Fuente: EFSA, 2021

AGENTE CAUSAL TOTAL DE BROTES % TOTAL CASOS HUMANOS
Adenovirus 1 0,18% 8
Flavivirus 3 0,54% 15
Hepatitis A y otros 22 3,97% 135

virus de la hepatitis

Hepatitis E 3 0,54% 6
Norovirus 457 82,49% 11.125
Sapovirus 1 0,18% 89
Rotavirus 8 1,44% 85
Otros virus 59 10,64% 764
Subtotal 554 100% 12.227

Como se observa en la tabla, el porcentaje total de brotes y casos de NoV representa
casi en su totalidad la prevalencia obtenida, lo que lo convierte en el primer agente causal de
enfermedades viricas transmitidas por alimentos y uno de los principales agentes asociados a

brotes de origen alimentario en general.
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2. OBJETIVOS

- Recopilar las caracteristicas y sintomatologia producida por los principales virus
implicados en enfermedades de transmision alimentaria.

- ldentificar las técnicas empleadas para la deteccidon de virus en alimentos o agua y sus
limitaciones.

- Determinar el método mas efectivo para el control de virus en la industria alimentaria.

3. MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion del presente trabajo, Las bases de datos que se utilizaron para la
busqueda de articulos son Pubmed, Google académico, SciELO, Teseo y RIUCV. Los conceptos
de busqueda seleccionados son los siguientes, combinados mediante el uso de marcadores

booleanos ‘AND’, ‘OR’ y ‘NOT”:

Foodborne Virus

Food Persistence
Control Detection
Occurence Clinic
Outbreak Norovirus
Hepatitis A Hepatitis E

Los articulos se seleccionaron por su relevancia y afio de publicacién, empledndose
solo aquellos publicados en los Ultimos 20 afios. Posteriormente, se clasificaron segun si
trataban el tema de forma general, abordando todos los virus de transmision alimentaria o
todo tipo de técnicas de deteccion o control; o de forma especifica, tratando solo un virus en
concreto o una técnica especifica. El software empleado para el almacenamiento de estos

articulos y la gestidn de la bibliografia es Mendeley.
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CRITERIOS DE INCLUSION

- Articulos publicados en los ultimos 20 afios, desde el 1 de enero de 2001 hasta el 1 de
junio de 2021
- Articulos publicados en lengua inglesa o espaiola

- Revistas incluidas en el ranking ‘Journal Impact Factor’ del afio 2020

CRITERIOS DE EXCLUSION

- Articulos anteriores al afio 2001
- Articulos redactados en un idioma diferente al inglés o al espanol

- Estudios cuyo analisis de muestras sea inferior a 25
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS DEL ANALISIS BIBLIOMETRICO

En total, los articulos seleccionados han sido 75, de 34 revistas cientificas diferentes, 1
tesis doctoral y 1 libro especifico sobre el tema, con el fin de completar el estudio. En el anexo
se muestran el total de articulos empleados junto con la revista cientifica correspondiente y el
factor de impacto durante el afio 2020, ademas del aifio de publicacién. En la figura 1 se

muestran el total de publicaciones empleadas clasificadas por afio de publicacién.

Total de publicaciones

14
12

10

2021 2020 2019 2018 2017 2016 2015 2014 2013 2012 2011 2010 2009 2008 2007 2006 2005 2004

== Afi0 de publicacidn

Figura 1: Total de publicaciones empleadas clasificadas por afio de publicacion.
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4.2 CARACTERISTICAS DE LOS VIRUS DE TRANSMISION ALIMENTARIA

4.2.1 PERSISTENCIA AMBIENTAL

La mayoria de los virus entéricos no tienen envoltura y, ademads, poseen una capside
proteica que les confiere una alta resistencia ambiental, por lo tanto, pueden permanecer
durante meses en el ambiente sin perder su infectividad. Los estudios respecto a las
condiciones ambientales en las que los virus se inactivan o mantienen su infectividad son
escasos, aunque gran parte de los tratamientos de procesamiento se basan en las

modificaciones de pardmetros como la temperatura (Bozkurt et al., 2015; Nasheri et al., 2019).

TEMPERATURA

La variacidon de temperatura es uno de los métodos mas aplicados en la industria
alimentaria para el control de los virus, ya que es el factor principal que determina la

persistencia de los virus en el ambiente (Bozkurt et al., 2015).

Los estudios realizados sobre la persistencia de NoV sugieren que es mas estable a
temperaturas mas bajas. Se investigd la supervivencia de un sustituto de NoV, Norovirus
murino (MNV-1) en amplios rangos de temperatura (4,15,25 y 40 °C) y los resultados
demostraron que este virus mantenia su capacidad infectiva mejor a 4°C y se inactivé a
temperaturas de 40 °C (Shamkhali et al., 2017). Estos resultados concuerdan con los de
Kauppinen et al. (2017), que estudiaron la persistencia de las diferentes cepas de NoV en
aguas residuales a temperaturas ambientales (3, 21 y 36 °C). NoV persistié durante mas tiempo
a 4 °C que a 21 °Cy se inactivd completamente a 36 °C a los 40 dias. En otro estudio, MNV-1
se redujo 2 logl0 después de 12 dias a 24 °C y se inactivd después de 4 dias a 37 °C, cuyos

resultados son similares a los anteriores estudios (Bertrand et al., 2012).

Respecto a HAV, se considera un virus estable en el ambiente, ya que se ha
evidenciado que soporta temperaturas de hasta 60 °C, sobrevive en aguas ambientales a
temperaturas inferiores a 25 °C y es resistente a la desecacién, aunque, por debajo de los 21
°C, no sobrevive mas de 90 dias (Cook et al., 2018). Leblanc et al. (2019) evaluaron la pérdida
de infectividad de HAV a temperaturas de 21 °C vy, después de 4 dias, no se observd ninguna
pérdida. Hay que considerar que la matriz alimentaria empleada en este ultimo estudio son los

arandanos, por lo que las condiciones de pH pueden ejercer un efecto protector sobre el virus.

10
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Se dispone de poca informacidn sobre la estabilidad térmica de HEV, debido a que no
se disponen de sistemas de cultivo eficaces para evaluar su infectividad. Emerson et al. (2005)
investigaron su supervivencia a temperaturas similares a las comentadas anteriormente
respecto a NoV (4,22 y 37 °C) mediante el uso de un tratamiento con ARNasa para detectar
particulas virales intactas. Los resultados de este estudio demostraron que HEV presentaba
curvas de inactivacion similares a NoV, inactivandose a temperaturas mas altas y resistiendo
mejor las temperaturas bajas. Estos resultados no concuerdan con Johne et al. (2016), quienes
realizaron un ensayo de integridad de la cdpside que indican que el virus se mantuvo estable a
56 °C durante 1 minuto, aunque se inactivd a temperaturas de 70 °C durante 2 minutos. La
comparacion de los diferentes resultados de las investigaciones es dificil, ya que estos estudios

no emplean las mismas combinaciones de temperatura y tiempo.

En cuanto a temperaturas de congelacion, se ha evidenciado que HAV y NoV se

mantienen infecciosos de forma indefinida a -20 °C.

Butot et al. (2008) realizaron una investigacion sobre el efecto de la congelacion en
Rotavirus (RoV), NoV y HAV en diferentes matrices alimentarias, como las frambuesas y los
arandanos, mediante RT-PCR vy cultivo celular. Los resultados mostraron que NoV y HAV se
mantuvieron estables durante 90 dias, a diferencia de RoV, que en ardndanos se redujo 1
log10 después de solo dos dias de almacenamiento. Otro estudio similar y mas actual realizado
por Leblanc et al. (2019) mostré resultados similares para NoV y HAV, pero no para el sustituto
de RoV, rotavirus bovino, el cual mantuvo su infectividad después de 14 dias, también en

arandanos.

Respecto a la resistencia a temperaturas de congelacién de HEV, solo Jones y
Muelhauser (2014) almacenaron muestras de heces porcinas con HEV a -20 °C durante 30 dias,
pudiéndose detectar todavia copias del genoma en las muestras, aunque no se pudo

determinar si permanecia infeccioso o no.

PH

En cuanto al pH, hay pocos estudios actuales que evalten la resistencia de los virus

entéricos a condiciones acidas o basicas.

Anteriormente, se concluydé que HAV es tolerante a pH mas bajos (pH 1 hasta 5 horas a
temperatura ambiente), mientras que NoV es mas estable a pH bajos y neutros (3-7) y se

desestabiliza a pH mas altos (superior a 8) (White et al., 2017).

11
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Solo un estudio actual evalud la estabilidad de HEV a diferentes pH, en el que se
produjo una disminucién minima de la infectividad después del tratamiento a pH 2 durante 3
horas (0,6 log10) y se desactivd completamente a pH 1. A pH mas basicos (10), hubo una
disminucién de 3 logl0, por lo que hay evidencias de que HEV es mas resistente a pH acidos

que bdsicos (Wolff et al., 2020).

4.2.2 FRECUENCIA DE APARICION Y ALIMENTOS IMPLICADOS

La mayoria de las investigaciones en las que se evalua el riesgo de transmisién de los
virus en los alimentos apuntan a la contaminacién del agua, pero pocos evaluan el riesgo de

los productos alimenticios (Bosch et al., 2018).

Los mariscos representan un vehiculo importante de transmisiéon de patdgenos y son
los principales transmisores de NoV y HAV, especialmente los moluscos ya que, al ser
organismos que se alimentan por filtracidon, pueden concentrar microorganismos presentes en

el agua (La Bella et al., 2017).

EFSA journal publicd una revisiéon sobre la frecuencia de aparicién de NoV y HAV
mediante la recoleccion de diferentes estudios de paises de Europa sobre andlisis de mariscos
recolectados durante diferentes afios, con posterioridad al afio 2000, con datos de minimo 25
muestras y mediante el uso de RT-PCR. Esta revision concluyé que la prevalencia de NoV en
mariscos varia de 0% a 79% en areas comerciales y de 0% a 60% en areas no comerciales.
Respecto a HAV, en dreas comerciales la prevalencia varié del 0 a 43% y del 0 al 49% en areas

no comerciales (EFSA, 2011).

Posteriormente a esta revisidn, se han realizado diversos estudios sobre la prevalencia

de NoV y HAV en moluscos. El resumen de los resultados se presenta en la tabla 4.

12
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Tabla 4: Resultados de diferentes estudios de evaluacion de la prevalencia de NoV y HAV en moluscos.

Fuente: elaboracion propia.

NUMERO DE METODO DE AREA MUESTRAS POSITIVAS  REFERENCIA
MUESTRAS DETECCION GEOGRAFICA
NoV HAV
320 (NoV) 150 RT-gPCR Espaina 39 71 (47,3%) Fernandez, 2013
(HAV) (12,18%)
352 ISO 15216- Italia 277 (78,8%)  Suffredini et al.,
1:2017 2017
120 RT-PCR Océano baltico 50 9(7,5%) Bigoraj et al., 2014
(41,6%)
253 RT-gPCR Italia 37 0 La Bella et al., 2017
(14,2%)
168 ISO 15216- Espafia 97 17 (10,1%) Polo et al., 2015
1:2017 (57,7%)

Hay diferencias significativas entre los diferentes estudios, aunque todas las muestras
fueron obtenidas durante periodos superiores a 6 meses y en diferentes estaciones del afio,

tanto calidas como frias.

El estudio realizado por Suffredini et al. (2017), en el que la prevalencia es elevada
(78,8%) se realizd en un area de produccidn durante un periodo en el que los casos de HAV en
la poblacion se habian visto incrementados. Los estudios realizados por Fernandez (2013) y
Polo et al. (2015) fueron realizado en zonas costeras catalogadas como B y C, por lo que las
muestras estaban expuestas a mayor contaminacién fecal. Por lo tanto, la variacién de la
prevalencia en las muestras puede estar relacionada con un aumento de la prevalencia de HAV

en la poblacion.

Respecto a la presencia de HEV en mariscos, EFSA (2011) menciona la falta de estudios
sistematicos sobre su presencia en mariscos. Sin embargo, estudios posteriores si que

confirman la aparicidn de ADN viral en este producto (tabla 5).
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Tabla 5: Resultados de diferentes estudios sobre la prevalencia de HEV en mariscos. Fuente: elaboracion

propia.

NUMERO DE DETECCION AREA MUESTRAS REFERENCIA

MUESTRAS GEOGRAFICA POSITIVAS

310 RT-gPCR Escocia 9 (2,9%) Hara et al., 2018

168 RT-gPCR Espafia 41 (24,4%) Rivadulla et al.,
2019

384 RT-qPCR Italia 10 (2,6%) La Rosa et al.,
2018

81 RT-gPCR Espafia 12 (14,81%) Mesquita et al.,
2016

45 PCR Escocia 41 (97%) Tardif-Douglin et
al.,, 2012

289 ISO 15216- Italia 0% Fusco et al.,

1:2017 2019

Hay discrepancias entre los resultados obtenidos en estos estudios, especialmente el
estudio realizado por Tardif-Douglin et al. (2012) en el que los moluscos presentaban un 97%
de prevalencia en las muestras detectadas, y el estudio realizado por Fusco et al. (2019), en el
que no se detectaron muestras positivas en un periodo de 3 afios. Hay que tener en
consideracidén que en el primer estudio las muestras fueron tomadas en una zona cercana a
una planta de preparacién de carne, lo cual no puede considerarse el habitat comun y de

recoleccion de los moluscos.

Por otra parte, los estudios realizados por Hara et al. (2018), y La Rosa et al. (2018), en
los que se muestra una prevalencia inferior al 3%, fueron estudiados en moluscos puestos en
mercado, los cuales ya han pasado por un proceso de depuracién. Por lo tanto, el drea
geografica y la proximidad a zonas de depuracidon puede provocar variabilidad en los

resultados.

Ademas de NoV, HAV y HEV, se ha evidenciado la presencia de otros virus en
moluscos, cuya ruta de transmision es fecal-oral y que cursan, principalmente, con

gastroenteritis, como SV y RoV (tabla 6).
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Tabla 6: Resultados de diferentes estudios sobre varios virus en moluscos. Fuente: elaboracion propia.

VIRUS NUMERO DE DETECCION  AREA MUESTRAS  REFERENCIA
MUESTRAS GEOGRAFICA POSITIVAS

Rotavirus 289 ISO 15:216 26 (9%) Fusco et al.,

Astrovirus 60 (20,8%) 2019

Adenovirus 16 (5,5%)

Sapovirus 168 ISO 15:216 Espafia 30(17,8%) Varela et
al., 2016a

Rotavirus 108 Italia 14 (12,96%) Fusco et al.,

Sapovirus 19 (17,59%) 2017

Astrovirus 31 (28,7%)

Sapovirus 80 RT-gPCR Espafia 30(37,5%) Varela, et
al., 2016b

Como se puede observar en la tabla, SV y AstV son los dos virus con prevalencias
mayores en moluscos, por detrds de NoV y HAV. Aunque hay diferencias significativas entre los
resultados de los diferentes estudios, todas las prevalencias se mantienen por debajo del 50%.
Todos estos estudios fueron realizados a lo largo de, minimo, 1 afio, en diferentes estaciones y
en dreas geograficas templadas, por lo que la variacidon de prevalencia entre las diferentes
muestras podria explicarse por la situacidon sanitaria en un momento concreto del afio, en el

que los resultados pueden incrementarse.

Respecto a la carne y los productos carnicos, diferentes estudios han evidenciado que
el higado de cerdo y sus derivados se consideran los principales productos de riesgo para la
transmisién de HEV, y no hay estudios claros sobre la presencia de NoV y HAV (Cook y Van der
Poel, 2015). Se realiz6 un estudio en el que se analizaron 45 cerdos aparentemente sanos
procedentes de 9 mataderos espafoles, los cuales suponian mas del 50% del mercado
nacional. Se tomaron 10 muestras de cada animal y se evaluaron mediante RT-PCR en higado,
heces, rifidn, suero y diafragma. Los resultados mostraron unas prevalencias del 15%, 13%,

11%, 6% y 2% respectivamente. También se evalud costilla, tocino, jamén y lomo, cuyos
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resultados fueron todos negativos por lo que, como se ha comentado anteriormente, el

musculo y la grasa representan material de bajo riesgo (Garcia et al., 2020).

Otro estudio similar analizé la presencia de ARN de HEV en higado de cerdo recogida
durante el sacrificio en mataderos de diferentes paises de Europa y cuya prevalencia vario
entre el 1,3% hasta el 13,5%, cuyos resultados coinciden con el estudio anterior (Crotta et al.,

2018).

Segun Dziedzinska et al. (2020), hay evidencias sobre la transmision de HEV en leche,
ya que estudiaron la prevalencia de HEV en leche de pequeiios rumiantes obtenida de 290
muestras de granjas diferentes, que resultaron de una prevalencia de un 2,8%. Sin embargo, se
realizd un estudio similar en los que se analizaron 504 muestras de leche de vaca de 460
granjas diferentes y todas las muestras fueron negativas, al igual que otro estudio realizado en
Alemania con 400 muestras de 400 granjas diferentes, por lo que el riesgo de transmisién de

HEV a través de la leche todavia no esta claro (Dam et al., 2017; Vercouter et al., 2018).

Finalmente, respecto a productos frescos, se han reportado brotes y casos causados,
principalmente, por Nov y HAV. La organizacion mundial de la salud (OMS) reporté una lista de
alimentos frescos entre los que se incluyen las hortalizas, como la lechuga, y las bayas, como
las frambuesas y los arandanos, entre los alimentos de riesgo para la transmisidn de estos dos
virus, aunque todavia no hay informacién ni estudios que evalten su frecuencia de aparicién

(EFSA, 2011).

4.2.3 PATOGENIA Y CLINICA

La mayoria de los virus de transmisién alimentaria cursan con gastroenteritis, entre los
que se incluyen NoV, RoV, SV, AstV y AdV, entre otros, aunque también se ha notificado casos
de sindromes respiratorios producidos por Coronavirus, y enfermedades neuroldgicas
producidas por Enterovirus, Poliovirus y Encefalitis transmitida por garrapatas, aunque a una

frecuencia muy baja (Bozkurt et al., 2015).

Respecto a NoV, el periodo de incubacién es bastante breve, de media 1,2 dias. Se
analizaron 4 brotes en un periodo de 3 afios en los cuales los principales sintomas fueron
vomitos y diarrea y el 86% de los pacientes tuvo resolucién de los sintomas en un periodo de 1

a 3 dias. En cuanto a los sintomas extragastrointestinales, en un brote en el que se vieron
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implicadas 562 personas, un 0,5% de ellas presentd sintomas respiratorios, los cuales podrian
ser clasificados como sintomatologia inusual. También se han reportado casos de pacientes
con sintomatologia neuroldgica, como por ejemplo encefalopatias, detectdndose ARN viral en
el liquido cefalorraquideo. En estos pacientes, la aparicién de convulsiones se produce de

forma frecuente, en un total de 15 de 173 pacientes afectados por NoV (Robilotti et al., 2015).

Otro de los principales virus productores de gastroenteritis es RoV, cuyo periodo de
incubacién es similar al anterior (media de 2 dias) y la resolucién de los sintomas se produce
en 5 dias. Al igual que NoV, puede cursar con sintomas extragastrointestinales, debido a la
afectacién de los enterocitos y movilizacién de enterotoxinas, produciendo sintomas

neuroldgicos en pacientes inmunodeprimidos (Esona y Gautam, 2015).

Respecto a HEV, el periodo de incubacidon difiere bastante a los anteriores, de 2 a 6
semanas. Esta cursa de forma autolimitante y se resuelve en pocas semanas. Mas del 95% de
las infecciones son asintomaticas y en el caso de infecciones sintomdticas los sintomas iniciales
son fiebre y nduseas, seguidas de dolor abdominal, anorexia y malestar general. Estos
pacientes cursan con hepatomegalia y el 40% de ellos presentan ictericia. Los fallecimientos
son comunes en personas embarazadas y en personas con enfermedad hepdtica crénica

(Kamar et al., 2014).

Ademas de sintomatologia relacionada con enfermedad hepatica, la infeccion por HEV con

una gran variedad de sintomas extrahepdticos:

- Desérdenes neurolégicos: Sindrome de Guillain-Barré (SGB), paralisis del nervio facial,
meningitis viral, encefalitis y mielitis.

- Desérdenes hematoldgicos: trombocitopenia

- Pancreatitis

- Enfermedad renal: glomerulonefritis (Aslan y Balaban, 2020)

Se ha demostrado la presencia de trastornos neurolégicos en pacientes infectados por
HEV. Un estudio investigd a 1.940 pacientes inmunocompetentes infectados, de los cuales un
30,4% presentaron trastornos neuroldgicos, entre las que se encontraron la amiotrofia y la
mialgia. En otro estudio realizado en Reino Unido, Francia y los Paises bajos, se examinaron
264 pacientes con lesion neuroldgica, de los cuales 11 (2,4%) tenian evidencia de infeccién por

HEV (Ripellino et al., 2020).
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Una de las manifestaciones mas caracteristicas es el sindrome de Guillain-Barré (SGB). SGB
es un trastorno inmunomediado de inicio agudo del sistema nervioso periférico que causa una

pardlisis motora simétrica que progresa rapidamente (Fousekis et al., 2020).

Van Den Berg et al. (2014) investigaron la prevalencia de HEV en pacientes que habian
padecido SGB mediante la deteccidn de anticuerpos anti-HEV con la técnica ELISA. El resultado
del estudio fue un 5%, sin establecer relacién con el sexo, la edad ni deficiencias neuroldgicas

anteriores a la infeccion.

No hay muchos estudios con respecto a la patogenia HEV. Se conoce que se replica, al
igual que los anteriores, en el tracto gastrointestinal, pero finalmente acaba replicdndose en el
citoplasma de los hepatocitos produciendo enfermedad hepatica y liberandose al torrente

sanguineo, la bilis y las heces (Aslan y Balaban, 2020).

Respecto a HAV, la infeccidon va desde una infeccién asintomatica hasta insuficiencia
hepatica aguda, pero no progresa a la forma crénica y los sintomas persisten de 2 a 8
semanas. El inicio de la hepatitis A suele ser repentino con fiebre (18% -75%), malestar (52% -
91%), nduseas o vomitos (26% -87%), malestar abdominal (37% -65%) , bilirrubinuria (28% -

94%) e ictericia (40-80%) (Shin y Jeong, 2018).
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4.3 METODOS DE DETECCION

La deteccién de virus en alimentos no es sencilla, ya que presenta ciertas limitaciones

debido a las caracteristicas de estos microorganismos:

- No existe un cultivo celular eficiente para todos los virus.

- Muchos virus crecen de forma muy lenta en cultivos celulares o no producen efecto
citopatico.

- Estos virus se encuentran a dosis muy bajas en el agua y en los alimentos.

- La contaminacion en el alimento no es uniforme (Randazzo et al., 2020).

Por este motivo, cualquier método de detecciéon de virus debe ser muy sensible y
especifico. A pesar de esto, su deteccion se ha incrementado los ultimos afios mediante el uso
de técnicas moleculares, principalmente RT-qPCR (Bosch et al., 2011, 2018; Randazzo et al.,

2019).

Como se ha comentado anteriormente, los virus a menudo se distribuyen de manera
desigual en los alimentos, por lo que es necesario probar réplicas virales u obtener muchas
muestras para tener los resultados cualitativos o cuantitativos mas fiables. En la actualidad, no
existen criterios microbioldgicos reglamentarios (por ejemplo, normas, directrices o
especificaciones) aplicados en relacién con los virus. La mayoria de las empresas y autoridades
alimentarias piden principalmente resultados cualitativos como parte de las pruebas de

higiene de produccién o las investigaciones de brotes (EFSA, 2011).

4.3.1 DETECCION DEL GENOMA VIRAL

La deteccion de virus en alimentos se basa, generalmente, en la deteccidn de genoma
virico por técnicas de amplificacion como PCR o RT-PCR. Como ya se ha mencionado
anteriormente, la deteccidon mediante cultivo celular presenta una serie de limitaciones, ya
gue no todos los virus producen efecto citopatico y algunos crecen de forma muy lenta (Bosch

etal., 2011).

La PCR convencional y RT-gPCR permiten una deteccidn cuantitativa y cualitativa de los
virus en las matrices alimentarias. El método cualitativo estd indicado cuando se analizan

alimentos cuya probabilidad de contaminacién es baja, por lo que éste solo demuestra un
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resultado positivo o negativo. En cambio, el método cuantitativo se utiliza cuando es probable
gue un alimento este contaminado y sea necesario determinar el grado de contaminacién. Por
otra parte, aunque la deteccion mediante PCR es un método fiable y preciso, existe la
limitacion de que no es capaz de diferenciar entre particulas virales infecciosas de aquellas que
no lo son (Bosch et al., 2011). Sin embargo, Bhattacharya et al. (2004) sostienen que la RT-PCR
es valida para discriminar virus infecciosos de los que no lo son, ya que sometieron muestras
de alimentos contaminadas con HAV a tratamientos de inactivacidon por calor, los cuales
produjeron una senal de amplificacion menor que las de aquellas muestras que no habian sido

sometidas a tratamiento, lo cual se relaciond con la pérdida de efectividad del virus.

Una de las opciones estudiadas para la deteccidn de virus infecciosos son los métodos
integrados, que consisten en someter a todas aquellas muestras positivas a la deteccidon PCR a
un ensayo de cultivo celular y la deteccion de la presencia de virus en el cultivo sobrenadante
por RT-PCR. Hyeon et al. (2011) establecen un método de deteccion de HAV infeccioso
mediante la integracién de cultivo celular y RT-PCR en lechuga, detectando HAV 2 dias después

mediante RT-PCR, y cuyo efecto citopatico se mostrd 7 dias después.

Sin embargo, no se ha evidenciado ningun sistema de cultivo celular sea aplicable a
todas las cepas de HEV ni NoV, por lo que no se ha demostrado la eficacia de este sistema en la
medicion de la infectividad de estos y, por ello, es necesario el uso de otros métodos (Bhar y
Jones, 2019; Papafragkou y Kulka, 2016). Entre estas estrategias, se encuentran el uso de
marcadores de viabilidad para determinar la integridad de las capsides virales. Estos
marcadores celulares se han descrito para la identificacion de NoV, HAV, AdV y RoV y
consisten el uso de monoazida de etidio (EMA) y monoazida de propidio (PMA) antes del
empleo de la PCR, cuyo mecanismo de accion consiste en penetrar solo en las capsides virales

dafiadas (Fraisse et al., 2018; Randazzo et al., 2019).

Cook et al. (2017) describe el uso de un ensayo de integridad de la cdpside de HEV
para la deteccion de particulas virales infecciosas. Después de la extraccion del virus, éste se
trata con nucleasas antes de la deteccion por PCR. La PCR solo detecta el dcido nucleico que es
protegido por una capside intacta mientras que, el acido nucleico del virus inactivo se degrada

y no permite su deteccidn.

Por otra parte, ademas de la PCR, se ha descrito la deteccion de NoV, HAV y RoV
mediante microscopia electrénica y ELISA de antigeno. La microscopia electrénica permite
visualizar las caracteristicas del virus de una forma rdpida, pero requiere una muestra muy

grande y un laboratorio equipado, por lo que es un método mas caro. En cuanto al método
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ELISA, presenta una sensibilidad y especificidad mas baja comparado con RT-PCR (Widén et al.,

2011).

Papafragkou y Kulka (2016) describen el uso de chips de ADN para la deteccién de virus
en alimentos, ya que ofrecen una serie de ventajas, como la deteccion imparcial y simultdnea
de muestras que contienen multiples virus ademas para la deteccidn, identificacion vy
genotipado de patdgenos, aunque este mecanismo ha sido escasamente estudiado en virus

entéricos.

Respecto a las nuevas tecnologias, uno de los procedimientos que actualmente esta en
estudio es la metagendmica, la cual se define como el estudio del material genético v,
experimentalmente, el andlisis de todos los acidos nucleicos de una determinada muestra. El
protocolo consiste en purificar la muestra y amplificarla para detectar los dcidos nucleicos
mediante el uso de tecnologia de alta secuenciacidn. Esta ha demostrado su posible uso en la
deteccién de virus en alimentos en un estudio en el que se aislaron virus de la familia
Reoviridae y Picobirnaviridae de lechuga cultivada en campo, sin embargo, todavia es
necesario investigar sobre su posible utilidad en la industria alimentaria (Nieuwenhuijse y

Koopmans, 2017; Papafragkou y Kulka, 2016).

4.3.2. METODO ISO/CEN

En 2004, un grupo asesor técnico Europeo (CEN/TC275/WG6/TAG4) inicid el proceso
de desarrollo de un método estandar para la deteccién de HAV y NoV en diferentes matrices
alimentarias ya que, hasta la fecha, no se habia aceptado ninguno para la deteccién de virus en

alimentos, aunque su correcta deteccién contribuye a disminuir el riesgo de éstos brotes.

En 2013 se publicd una especificacidon con el objetivo de validar la norma UNE-EN ISO
15216-1:2017, que consiste en la deteccion de HAV y NoV en siete matrices alimentarias: agua
embotellada, superficies de alimentos (pimiento), ostras del Pacifico, mejillén comun,

frambuesas, lechuga y cebollas verdes, mediante el uso de RT-gPCR (Lowther et al., 2019).
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Segln esta norma, los virus se concentran y eliminan con diferentes métodos dependiendo

de la matriz:

- Frutos rojos, hojas, tallos y verduras bulbos: Paso de elucién con agitacion e incluye
precipitacidn con polietilenglicol/NaCl;

- Agua embotellada: Adsorcién y elucion utilizando membranas cargadas positivamente
seguidas de concentracién por ultrafiltracion;

- Moluscos bivalvos: solucidn de proteina K que desintegra los tejidos e las glandulas

digestivas.

El siguiente paso incluye la extraccion de ARN, y de acuerdo con la norma, se lleva a cabo
mediante lisis viral con tiocyanato de guanidina. Después de purificar el ARN, la deteccidon es

llevada a cabo por RT-qPCR (Di Cola et al., 2021).

La norma ISO incluye algunos controles a lo largo del procedimiento, entre los que se
incluye el virus de control de procesos para determinar el nivel de recuperaciéon (mengovirus),
cuyo uso ha demostrado un buen control externo para la eficiencia de extraccidon debido a las
caracteristicas estructurales y la ausencia de esta cepa en muestras ambientales (Manso y
Romalde, 2013). A pesar de esto y, a raiz de la publicacién de la norma, se comparé la
eficiencia de mengovirus y MNV-1 como virus de control del proceso, y se establecié que
MNV-1 era mas apropiado para la deteccion de NoV Gll y HAV en agua embotellada, tomates

semisecos y lechuga (Hennechart-Collette et al., 2015).

Finalmente, se exponen las ventajas y desventajas de los principales métodos de deteccion

(tabla 7).
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Tabla 7: Ventajas e inconvenientes de los principales métodos de deteccion en alimentos. Fuente: Bosch

etal., 2018.
METODO VENTAJAS INCONVENIENTES
ISO/CEN Uso de un método estandar en Los controles aumentan los costes
laboratorios
No incluye todos los virus y matrices
Facilidad en la interpretacion
No diferencia entre particulas
Aumento de la fiabilidad gracias a los infecciosas y no infecciosas
controles del proceso.
PCRy RT-PCR Sensible y especifica No diferencia entre particulas

Permite cuantificar y cualificar la muestra

infecciosas y no infecciosas

Método integrado

(PCR y cultivo celular)

Diferencia particulas virales infecciosas y

no infecciosas

No hay un sistema efectivo para NoV y

HEV

Aumento de los costes

Metagendmica

Alta sensibilidad y rapidez

Amplio rango de deteccién

Informacion detallada del virus

Permite detectar diferentes
microorganismos en la muestra con un

mismo protocolo

Presencia de secuencias incorrectas o

incompletas en las bases de datos

No diferencia particulas virales

infecciosas y no infecciosas
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4.4 METODOS DE CONTROL

Actualmente, existen muchos métodos para controlar las bacterias y los hongos en los
alimentos, pero los mecanismos para la inactivacion de los virus estan escasamente
estudiados. Ademds, mantener las caracteristicas organolépticas del alimento durante el
proceso es un desafio demandado por el consumidor. El principal método de control utilizado
en la industria es el tratamiento térmico pero, en los Ultimos afios, estan siendo investigados
otros procesos no térmicos, como las altas presiones (HPP) y la irradiacién (Pexara y Govaris,

2020).

4.4.1 TRATAMIENTO TERMICO

Investigar la temperatura de inactivacién de los virus supone un gran avance en los
métodos de control de estos microorganismos ya que, aunque la inactivacién de bacterias es
un tema ampliamente estudiado, la inactivacidon de virus mediante este tratamiento ha sido
investigado de forma limitada y no hay una temperatura ni un tiempo especifico de

inactivacidn para cada virus (Bosch et al., 2018; Bozkurt et al., 2015).

La eficacia del tratamiento depende de muchos factores, entre los que se incluyen el
tiempo de aplicacidn del tratamiento, la temperatura, el virus y la cepa y la matriz alimentaria,
ya que algunos componentes incluidos en los alimentos pueden ejercer efecto protector sobre
el virus y reducir su eficacia. Ademas, a diferencia de las bacterias, la inactivacidn de estos
virus no es constante, por lo que no sigue un modelo de cinética de inactivacién térmica lineal
y complica el cdlculo de valor D en las operaciones de tratamiento térmico, por lo que los
resultados se basan comparar diferentes datos sobre la estabilidad térmica de diferentes virus.
En la tabla 8 se detallan las diferentes temperaturas estudiadas para diferentes tratamientos

térmicos que se emplean en la industria alimentaria (White et al., 2017).
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Tabla 8: Efectos del tratamiento térmico en virus en diferentes matrices alimentarias. Fuente: Bosch et

al., 2018.

Laura Diestro

TRATAMIENTO MATRIZ VIRUS REDUCCION LOG10
100 °C 1 min Agua Enterovirus, >4.0
HAV,NoV
72 °C1 min Agua MNV, HAV 3,5
71°C0,63 min Leche HAV 3.0
71°C 7,09 min Nata HAV 3.0
79 °C 0,5 min Pienso HAV >3.0
95 °C 2,5 min Albahaca Fcv >4,0
80 °C 1 min Espinacas MNV >2,4
75 °C 0,25 min Frambuesa MNV 2,8
80 °C 20 min Bayas liofilizadas HAV <2.0
65,9°C20 h Cebolla HAV >3,9
85°C1min Fresa HAV 1.0
60 °C 15 min Heces Nov >5.0

Como se muestra en la tabla, el uso de agua hirviendo es un método eficaz para la
inactivacién de virus, pero, a temperaturas de 70 °C, tanto MNV como HAV mostraron tasas de
inactivacién mas bajas, que coinciden con las temperaturas empleadas durante el proceso de
pasteurizacién. Las temperaturas mds eficaces para inactivar HAV fueron 65,9 °C durante
tiempos muy prolongados (20 h) en cebolla, y 79 °C durante 0,5 minutos en pienso. En leche y
nata, se requirié 0,63 y 7,09 minutos para inactivar 3 log10 de HAV, respectivamente. Por otro
lado, NoV y sus sustitutos se inactivaron completamente a temperaturas de 65 °C en heces y

95 °C en albahaca (Bosch et al., 2018).
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Las diferentes matrices alimentarias muestran diferentes rangos de inactivacion a
diferentes temperaturas y tiempos. En la tabla 9 se detalla la eficacia de los diferentes

tratamientos térmicos dependiendo de la matriz alimentaria para HAV (White et al. 2017).

Tabla 9: Reduccion de HAV mediante tratamiento térmico en diferentes matrices alimentarias Fuente:

White et al., 2017

TRATAMIENTO MATRIZ REDUCCION (LOG10)
70 °C 10 min Fresas 2,5

70 °C 10 min Leche 4

80 °C 3 min Medio >4,6

90 °C 3 min Almejas No se detectd

Se muestran resultados dispares a tratamientos térmicos diferentes, y esto se explica
por el tipo y la composicion del producto alimenticio. En productos lacteos, la grasa y la
caseina ejercen un efecto protector sobre el virus, al igual que la sacarosa y el pH acido de las
fresas, por lo que un tratamiento térmico durante mas tiempo no es suficiente para inactivar el
virus. En cambio, los productos de la pesca, los cuales representan un riesgo mayor para la
transmisién de HAV, el tratamiento térmico a 90 °C durante 3 minutos fue suficiente para
inactivar completamente el virus, ya que, en este caso, no hay efecto protector (White et al.

2017).

Los resultados obtenidos del resto de virus en diferentes matrices alimentarias no se
pueden extrapolar a HEV ya que, en la mayoria de los casos, a excepcion de los mariscos, la
contaminacion del producto es en la superficie, pero, debido a que este virus se replica en los
hepatocitos, el higado muestra contaminacidn tanto en la superficie como en el interior del
producto. Se estudid la resistencia de HEV a 62, 68 y 71 °C, ya que corresponden a las
temperaturas de procesamiento industrial. A temperaturas de 71 °C y durante tiempos
prolongados (20 minutos), se observé una disminucion de casi 3 logl0 de carga del genoma
viral. No se observaron casi modificaciones en torno a la carga a temperaturas de 62 °C. Para
interpretar estos resultados se ha de tener en cuenta que la deteccidn se realiz6 mediante
RT-PCR, y no se puede estimar si la carga viral detectada era infecciosa o no. Para poder
conocer esto, se inoculd la carga viral obtenida a cerdos, que no contrajeron infeccion, por lo

que se puede concluir que el tratamiento térmico a 712C durante 20 minutos es suficiente
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para inactivar el virus (Barnaud et al., 2012). Sin embargo, en otro estudio realizado por Johne
et al. (2016) se expusieron las muestras a 70 °C durante 2 minutos, y se evalué la presencia del
virus mediante cultivo celular e inmunofluorescencia. La reduccién fue superior a 3,9 logl0,
por lo que en comparacién al estudio anterior el tiempo de inactivacidon necesario fue 10 veces

menor.

4.4.2 TRATAMIENTO A ALTAS PRESIONES

El uso de altas presiones (HPP) en la industria alimentaria es un procedimiento no
térmico cuyo uso esta en aumento desde los Ultimos afios. Segun los estudios, el mecanismo
de accién de este procedimiento consiste en la inactivacion de los virus mediante la
desnaturalizacion de la capside. Actualmente, la industria alimentaria ha utilizado HPP en
productos como los bivalvos, vegetales, productos cdarnicos, yogur, entre otros, y ha
demostrado ser un procedimiento que altera de forma minima las propiedades organolépticas
de estos productos. Esta presion se aplica directamente en los alimentos envasados (Pexara y

Govaris, 2020).

La eficacia de las diferentes presiones aplicadas en diferentes matrices se muestra en

la tabla 10.
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Tabla 10: Efectividad de las altas presiones en los principales virus en la industria alimentaria. Fuente:

White et al. (2017).

VIRUS TRATAMIENTO PH MATRIZ REDUCCION
LOG10
300 MPa, 4 °C, 2 min 7 Medio 4,1
Rotavirus
300 MPa, 4 °C, 2 min 4 Medio 1,9
400 MPa, T ambiente NA Medio 7
HAV
400 MPa, 9 °C 1 min NA Fresas 4,3
400 MPa, 50 °C, 1 min NA Medio 4,0
400 MPa, 50 °C, 1 min NA Medio 0,4
6% NaCL
NoV 250 MPa, 4 °C, 2 min NA Ostra 0,3
FCV 200 MPa, 20 °C, 4 min NA Medio 0,3
250 MPa, 20 °C, 1 min 6.0 Medio 4,1
250 MPa, 20 °C, 5 min NA Medio 0,7
12% NaCL
300 MPa, T ambiente, NA Salchichas 2,89

3 min
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Como se puede observar, la reduccion de virus difiere dependiendo del medio y del
alimento. Se desconoce el mecanismo por el cual el pH influye en el efecto del tratamiento,
pero se ha evidenciado que los carbohidratos, las sales, proteinas y sacarosa producen un
efecto bioprotector en los virus frente a HPP. Como se puede observar en la tabla, para HAV, el
mismo tratamiento resulta mucho menos efectivo si se aplica un 6% de NaCL (White et al.,

2017).

Otro estudio investigd el efecto de HPP en HAV en un medio de cultivo. Este no mostro
cambios significativos cuando se aplicé una presion de 300 MPA, pero se inactivd
completamente a 460 MPA en 5 minutos, datos similares a los mostrados en la tabla anterior.
A este cultivo se le afiadié agua del mar, la cual aumento la salinidad de la muestra en un 2,5%
y se observd la reduccion de la efectividad del proceso, aumentando los 5 minutos a 15

minutos (Kingsley, 2013).

La temperatura ejerce un papel en el tratamiento de HPP. Johne et al. (2021)
estudiaron el efecto del tratamiento en HEV de 100 a 600 MPA a temperatura de 20y 4 °C Los

resultados se pueden observar en la figura 2 y figura 3.

400 Mpa 20 2C

4,5

3,5

2,5

1,5

0,5

0
0 0,5 1 2 5 10

Min

w

log10 ffu/ml
N

[EnY

Figura 2: Resultados del tratamiento a 400 MPa a 20 °C durante diferentes rangos de tiempo. Fuente:

Johne et al., 2021. Ffu: Unidades formadoras de focos.
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400 Mpa 4 °C
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Figura 3: Resultados del tratamiento a 400 MPa a 4 °C durante diferentes rangos de tiempo. Fuente:

Johne et al., 2021. Ffu: Unidades formadoras de focos.

Se puede observar una pequena elevacion en el éxito de la inactivacion a 4 °C a
comparacion de 20 °C, por lo tanto, el proceso de uso de altas presiones es mas eficaz a bajas
temperaturas. Huang et al. (2014) estudiaron el efecto de las altas presiones en MNV-1 vy
concluyeron que era mucho mas eficaz a temperaturas de a 0 a 4 °C, en comparacion con 20

°C, resultados que concuerdan con el anterior estudio.

4.4.3 DESINFECTANTES

Para el control de los virus en los productos frescos uno de los métodos mas sencillos y
utilizados en la industria alimentaria y en los hogares es el uso de desinfectantes mediante la
inmersion y la pulverizacidn en estos productos, ya que el lavado de estos productos con agua

del grifo ha demostrado que como maximo puede reducir 1 log10 la carga viral (EFSA, 2011).

El mecanismo de accién de los desinfectantes es la rotura y desnaturalizacién de la
capside del virus, seguido del acido nucleico, debido a la fuerte capacidad oxidativa de estos
productos. Actualmente, el desinfectante mas empleado es el cloro (tabla 11), el cual puede

usarse en forma de hipoclorito de sodio o hipoclorito de calcio (White et al., 2017).
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Tabla 11: Tratamientos con cloro y sus efectos en los virus. Fuente: elaboracion propia

TRATAMIENTO MATRIZ VIRUS REDUCCION REFERENCIA
LOG10

20 ppm cloro Fresas HAV 1,2 Casteel et al., 2008
libre 5 min Tomate 2,4

Lechuga 1,7
200 ppm cloro Fresas MNV-1 1,0 Predmore y Li, 2011
libre 2 min
15 ppm cloro Lechuga MNV-1 1,4 Fraisse et al., 2011
activo 2 min HAV 1,9

FCV 2,9

El resultado y la eficacia del compuesto sobre el virus no solo depende de la
concentracién del producto y del tipo de virus presente, también depende de la matriz
alimentaria, como se puede observar en la tabla, ya que para una misma concentracion de
cloro libre y en las mismas condiciones, en tomate se desactivan 1,2 log10 mas de HAV que en

fresas.

Como los desinfectantes pueden presentar limitaciones para penetrar en el alimento
segun el tipo de matriz alimentaria, combinar desinfectantes como otros tratamientos puede
tener efecto beneficioso y aumentar la reduccién de los virus. Predmore y Li (2011) describen
el uso de surfactantes entre los que se encuentran el dodecilsulfato de sodio y polisorbatos,
combinados con cloro en frutas y verduras. El empleo de agua del grifo junto con 200 ppm de
cloro resultd en una reduccién inferior a 1,2 log10 en todos los productos, mientras que afadir
50 ppm de surfactante en los mismos productos y en las mismas condiciones provocé una
reduccion de 3 logl0 en fresas y 2 logl0 en lechuga, aumentando hasta 100 veces la

eliminacion de estos virus.

En cuanto a las opciones al uso de cloro, una de ellas es el empleo de Ozono (0s), un

compuesto con mayor poder antioxidante que el cloro. Brié et al., (2018) estudiaron la
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inactivaciéon de MNV-1 y HAV en frambuesas mediante este método, en el que se consiguid
reducir mas de 3,3 log10 con la exposicién a 3 ppm en 1 minuto, sin alterar la superficie ni la
calidad de las frambuesas. Predmore et al. (2015) estudiaron el efecto de O; gaseoso al 6% en
MNV-1 en frambuesas y en lechuga y consiguié reducir la carga viral en 4,1 logl0 durante la
exposicién 10 minutos y la inactivacion completa en 40 minutos, sin embargo vy, a diferencia
del anterior estudio, la dureza, textura, el tamafio y la humedad de los alimentos se vieron

afectados, especialmente cuando se exponian 40 minutos al Os.

Otra de las opciones es el acido peracético (PAA). Fraisse et al. (2018) compararon la
efectividad de este acido con cloro activo en lechuga fresca en dos sustitutos de NoV, MNV-1y
Calcivirus Felino (FCV), y HAV. El uso de cloro activo a 15 ppm redujo FCV (2,9 Log10), HAV y
MNV-1 (1,9 y 1,4). Sin embargo, el uso de acido peroxiacético (100 ppm) inactivo 3,2 de FCV,
MNV-1 (2,4) pero no fue efectivo para HAV (0,7). No obstante, Anfruns-Estrada et al. (2019)
estudiaron la efectividad del hipoclorito de sodio (100 ppm) y PAA (80 ppm), los cuales
mostraron eficacias similares para la reduccién de NoV en ensaladas mixtas, por lo que no se

demostré que PAA fuera mds eficaz que el cloro para el tratamiento de productos frescos.

A pesar de la eficacia demostrada de estos tratamientos que, como muestran los
estudios anteriores, pueden disminuir hasta 4 logl0, no puede descartarse la probabilidad de
infeccidn ya que esto depende del nivel de contaminacidn inicial del producto ya que, como se
ha comentado anteriormente, la exposicion a los virus requiere muy poca carga viral para la

produccién de enfermedades (EFSA, 2011).

4.4.4 OTROS TRATAMIENTOS

Aunque los tres mecanismos anteriores son los mas empleados en el control de los
virus en los alimentos, se han probado otro tipo de mecanismos catalogados como métodos de

deteccidon no térmicos.

Uno de ellos es la irradiacién, en la que se provoca la destruccidn del material genético
del virus mediante la formacién de radicales libres mediante la exposicidn de los alimentos,

una vez envasados, a rayos X, gamma, entre otros (Pexara y Govaris, 2020).

Molina-Chavarria et al. (2020) probaron la inactivacion en fresas de NoV mediante este

método, y se necesitaron altas dosis de radiacion gamma (20 kGy) para una disminucién
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significativa (1,26 log10), por lo que no fue suficiente para inactivar NoV. Feng et al., 2011
estudiaron MNV-1, también mediante radiacién Gamma en productos frescos a dosis mas
bajas (5,6) en lo que se observé una reduccién mas elevada, de 1,7 a 2,4 log10, pero no la

suficiente para considerarse un tratamiento eficaz.

Estos tratamientos resultan altamente efectivos para inactivar bacterias y hongos, sin
embargo, en Espafia, el Real Decreto 348/2001, del 4 de abril, por el que se regula la
elaboracion, comercializacién e importacidén de productos alimenticios e ingredientes
alimentarios tratados con radiaciones ionizantes, solo permite el tratamiento de hierbas
aromaticas, especias y condimentos vegetales, aunque si permite la importaciéon de productos

tratados con irradiacion de otros paises comunitarios.

Otro de los tratamientos es la luz ultravioleta, una alternativa al tratamiento térmico
ya que el resultado son productos menos procesados y cuyas caracteristicas se ven
minimamente afectadas por el tratamiento, ademas de su bajo coste. Se investigd el efecto de
la luz ultravioleta a dosis bajas en superficies contaminadas de acero inoxidable, reduciendo
hasta 4,4y 2,6 log10 de MNV-1 y HAV, respectivamente, demostrando que HAV es mas
resistente que MNV-1, pero que el tratamiento puede ser eficaz (Butot et al., 2018). Otro
estudio similar inactivé completamente MNV-1y HAV (5 log10) en acero inoxidable (White et
al., 2017). Sin embargo, Park et al. (2015) estudiaron el efecto de la luz sobre fresas y
frambuesas de HAV y MNV-1, y la reduccion en ambos fue menor a 2 log10. La eficacia mayor
en superficies que en productos frescos se explica por las limitaciones de este procedimiento,
ya que tiene poca capacidad de penetracion y no inactiva aquellos microorganismos que estan

internalizados dentro del producto.

Dado que estos tres mecanismos ya han sido empleados para la inactivacion de otros
microorganismos para las bacterias, se conocen las ventajas y desventajas que ofrecen en base

a la calidad del producto final, la eficiencia y la respuesta del consumidor (tabla 12).
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Tabla 12: Ventajas y desventajas de las HPP, la luz ultraviolatela y la irradiacion. Fuente: Pexara y

Govaris (2020).

TRATAMIENTO

VENTAJAS

DESVENTAJAS

HPP

Efecto sobre la calidad

organoléptica del alimento minima

Uniformidad, efectivo en superficie

y en el interior del alimento

Aceptado por el consumidor

Se realiza después del envasado

Tratamiento respetuoso con el

medio ambiente

El alimento debe tener un porcentaje de

humedad elevado

Coste elevado

Luz ultravioleta

Efecto sobre la calidad
organoléptica del alimento

reducida

Se realiza después del envasado

Coste moderado

Solo efectivo en la superficie del

alimento

Irradiacion

Uniformidad

Se realiza después del envasado

Genera rechazo en el consumidor

Coste elevado

Afecta a la calidad del alimento

No permitido en todos los alimentos
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5. CONCLUSIONES

e Hay muy pocos estudios respecto a la resistencia ambiental de estos virus, aunque es
importante para poder establecer unas correctas metodologias de control. Los
resultados demuestran la alta persistencia ambiental de estos, ya que resisten bajas
(NoV y HEV) y altas temperaturas (HAV) y, ademds, se mantienen infecciosos de forma
permanente a temperaturas de congelacién, lo que lo convierte en un procedimiento

de control poco eficaz.

e Los principales alimentos implicados en los brotes son los mariscos y los productos
carnicos, y la frecuencia de aparicién varia respecto a las diferentes zonas de
produccién estudiadas, relacionandose unas prevalencias mas altas con la zona vy

situacién sanitaria de la poblacién en un momento concreto.

e La mayoria de estos virus producen sintomatologia gastrointestinal, aunque se han
reportado casos mas extremos que cursan con signos neuroldgicos y desdrdenes

hematoldgicos, incluso en pacientes inmunocompetentes.

e Los principales métodos de deteccién empleados son la PCR y RT-PCR, aunque estas
técnicas no permiten diferenciar a los virus infecciosos de los que no lo son. Esta
situacién puede dar lugar a falsos positivos, por lo que se necesita un método fiable,
preciso y eficaz para la deteccidn de todos los virus, incluidos aquellos que no crecen

en cultivos celulares.

e La mayoria de los procesos de control empleados permiten una reduccién elevada de
la cantidad de virus presentes en el alimento, pero no en su totalidad por lo que,
sumado a la baja carga viral necesaria para producir enfermedades, hace necesario el
estudio de un método eficaz y que no produzca cambios organolépticos en el producto

final.
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