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RESUMEN
Numerosos brotes de gastroenteritis causados por patdgenos virales entéricos se han atribuido

al consumo de verduras de hoja verde ya sea crudas o minimamente procesadas. Dado el alto
consumo de este tipo de productos a nivel mundial y su asociaciéon a enfermedades
gastrointestinales, el objetivo de este proyecto fue determinar la correlacidn entre la presencia
de norovirus humano del genogrupo II (HuNoV del GII) y colifagos somdticos en lechuga
(Lactuca sativa) y perejil (Petroselinum crispum). Se colectaron 40 muestras compuestas (que
correspondieron al muestreo de 4 muestras individuales del mismo vegetal) que equivalian a
160 muestras de lechuga y 160 de perejil de punto de venta de mercados del drea metropolitana
de Monterrey, N.L. Para la deteccion de HuNoV, se utiliz6 la metodologia de precipitacién
con polietilenglicol (PEG), posteriormente se realizé la cuantificacién mediante qPCR
utilizando SYBR Green, mientras que la cuantificacion de colifagos somadticos se realizé
mediante el método de capa simple de agar (Protocolo 1602-EPA, 2001). Nuestros resultados
indicaron que HuNoV GII fue encontrado en el 80% de las muestras de perejil (32/40), y en
el 92% de las muestras de lechuga (37/40). El rango en donde hubo mayor nimero de copias
genomicas en las muestras de perejil fue de 0.1 a 0.9 1og10 (57%), a diferencia de las muestras
de lechuga que solo el 5% estuvieron en este rango. En el 60% de las muestras de lechuga y
en el 5% de las de perejil, el virus se encontrd en niveles de 2 a 2.8 log10. Se encontré que
existia una correlacién positiva moderada (Rho=0.375, p= 0.032) en las muestras de lechuga
entre colifagos somdticos y HuNoV GII, en tanto que las muestras de perejil mostraron
correlacion negativa moderada (Rho= -0.385, p= 0.027). El andlisis de colifagos somdticos
determiné que la mayoria de las muestras de lechuga (75%) estaban presentes en niveles de 1
a 10" UFP/ 100 ml, en tanto que el 42.5% de las muestras de perejil se encontraron con niveles
de colifagos somdticos de 1-10' UFP / 100 ml, y solo una muestra (correspondiente al 2.5%)
mostro niveles de colifagos sométicos >10° UFP / 100 ml. En conclusién, el HuNoV estuvo
presente en 92 y 80% de las muestras de lechuga y perejil, sin embargo, no es posible
establecer si estos altos ndmeros inesperados de HuNoV positivos se deben de percibir como
una amenaza para la salud publica, debido a la falta de correlacion entre las particulas virales
infecciosas y las copias genomicas. Por ultimo, se observd una correlacion en los niveles de
HuNoV y colifagos en la lechuga, no se observo con el perejil, por lo tanto, se necesitan mas

estudios para determinar la correlacién entre estos agentes en otros tipos de muestras.
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ABSTRACT
Numerous outbreaks of gastroenteritis caused by enteric viral pathogens have been attributed
to the consumption of green leafy vegetables either raw or minimally processed. Given the
high consumption of this type of products worldwide and its association with gastrointestinal
diseases, the objective of this project is to determine the correlation between of human
norovirus genogrupo II (HuNoV del GII) and the presence somatic coliphages in lettuce
(Lactuca sativa) and parsley (Petroselinum crispum). Three hundred and twenty samples of
lettuce and parsley were collected from different supermarkets in the metropolitan 4rea of
Monterrey, N.L. For each supermarket, four samples were collected and used to prepare one
composite sample. At the end, 40 composite samples were obtained from each vegetable. For
the detection of HuNoV, the methodology of precipitation with polyethylene glycol (PEG)
was used, then the quantification was carried out by means of qPCR using SYBR Green, while
the quantification of somatic Colifagos was carried out using the method of Simple layer of
agar (protocol 1602-EPA, 2001). Our results indicated that HuNoV GII was found in 80% of
the samples of Parsley (32/40), and in 92% of the samples of lettuce (37/40). The range in
which there was a greater number of genomic copies in parsley samples was 0.1 to 0.9 log10
(57%), unlike lettuce samples that only 5% were in this range. In 60% of the lettuce samples
and 5% of those of parsley, the virus was found at levels of 2 to 2.8 log10. It was found that
there was a moderate positive correlation (rho = 0.375, p = 0032) in the samples of lettuce
between somatics coliphages and HuNoV GII, while the samples of parsley showed moderate
negative correlation (rho =-0385, p = 0.027). The analysis of somatics coliphages determined
that most of the samples of lettuce (75%) were present at levels 1 to 10" UFP/100 ml, while
42.5% of the samples of parsley were found with levels of somatics coliphages of 1-10!
UFP/100 ml , and only one sample (corresponding to 2.5%) showed somatics coliphages
levels > 10° UFP/100 ml. In conclusion, the HuNoV was present in 92 and 80% of the samples
of lettuce and parsley, however, it is not possible to establish whether these high unexpected

numbers of positive HuNoV should be perceived as a threat to public health, due to the lack
of correlation between infectious viral particles and genomic copies. Finally, a correlation

was observed in the levels of HuNoV and coliphages in lettuce, not observed with parsley,
therefore, more studies are needed to determine the correlation between these agents in other

types of samples.
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1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, la promocion de la salud publica para mejorar el estilo de vida a
niveles més saludables ha llevado a una mayor demanda de productos frescos a nivel
mundial (FAO/OMS 2008). Las verduras son constituyentes importantes de una dieta sana
y equilibrada y su consumo es alentado en muchos paises por las agencias de salud del
gobierno. Sin embargo, las verduras y en particular, las de hoja verde que se consumen
crudas o minimamente procesadas se reconocen cada vez mds como vehiculos para la
transmision de patégenos humanos, incluyendo los virus entéricos (Croci et al. 2008;

Berger et al. 2010).

Los virus entéricos son la principal causa de enfermedades gastrointestinales transmitidas
por los alimentos (ETAs) en los Estados Unidos y de los 9.4 millones de casos de
enfermedades se calcula que el 58% se atribuyen al norovirus humano (HuNoV) (Scallan et
al. 2011), siendo los principales afectados nifios menores de 5 afios y ancianos,
reportandose 1.8 millones de muertes al afio a nivel mundial (Patel ef al. 2009). Aunque las
infecciones por HuNoV suelen causar enfermedades autolimitantes, cuyos sintomas
mejoran dentro de las primeras 24 o 72 h, en el caso de las infecciones crénicas pueden
causar sintomas severos, principalmente en el caso de pacientes inmunocomprometidos, en
los que estas infecciones se vuelven intratables (Bok y Green, 2012). Actualmente no existe

un tratamiento especifico para la gastroenteritis producida por HuNoV, ni vacunas efectivas

(Karst, 2014).

Los norovirus (NoV) son virus pequeiios de ARN, no envueltos, pertenecientes a la familia
Calcivirididae (Bok y Green, 2012), que se clasifican en siete genogrupos (GI a GVII) y
tiene mas de 30 genotipos. Los genogrupos I, II y IV son los responsables de las
enfermedades en los seres humanos, mientras que el resto se ha encontrado en animales. Se
han empleado varios métodos para la concentracién de virus entéricos en vegetales (Le
Guayeder et al. 2009). El método principal para la deteccién de virus entéricos implica
ensayos moleculares basados en RT-qPCR, debido a que los virus pueden estar presentes en

concentraciones muy bajas en muestras ambientales ademds de no contar con un modelo

1



robusto de cultivo in vitro. Sin embargo, a menudo la detecciéon de HuNoV puede resultar
complicada debido a la presencia de sustancias inhibitorias presentes en la muestra y que se
extraen conjuntamente durante su procesamiento, ademds de la baja carga viral que con

frecuencia estd presente (Cannon y Vinje, 2008).

Debido a la dificultad que presenta poder rastrear al HuNoV en muestras de vegetales,
actualmente se ha estado generalizando el uso de microorganismos indicadores de
contaminaciéon debido a que tienen un comportamiento similar a los patégenos y su

deteccidn resulta ser mds rdpida, econdmica y sencilla (Okafor 2011).

Es por ello que como alternativa para la deteccion de HuNoV se ha propuesto la deteccion
de colifagos somaticos, los cuales son virus que utilizan especificamente bacterias como
hospedadoras para la replicacion (Okafor 2011). Los colifagos utilizan Escherichia coli y
otras especies emparentadas con ella y, por lo tanto, pueden ser liberados por estos

hospedadores bacterianos a las heces (Campos-Pinilla et al. 2008).

Actualmente, en varias partes del mundo, se ha reportado la presencia de HuNoV y virus
entéricos circulando en el medio ambiente. Sin embargo, en nuestro pais, se dispone de
poca informacion al respecto. Es por esto que el objetivo de este trabajo fue detectar la
presencia de HuNoV del GII que causa gastroenteritis en los humanos y establecer si existe
asociacion entre la deteccion de indicadores virales de contaminacién fecal como los

colifagos sométicos con este tipo de patégeno.



2. ANTECEDENTES

2.1. Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs).

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) presentan un conjunto de sintomas
que conllevan complicaciones en la salud, que generalmente suceden en el tracto
gastrointestinal, aunque también pueden manifestarse extra-intestinalmente (Kirk ez al.
2014). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las ETAs son la causa de
aproximadamente 2.2 millones de muertes anuales en todo el mundo, y principalmente
ocurren en paises vias en desarrollo, donde los nifios y ancianos son los mas susceptibles

(Younes ad Kuchenmiiller, 2011)

El origen de estas enfermedades se da por la ingesta de alimentos y/o bebidas contaminados
con microorganismos patdgenos o sustancias toxicas. Dependiendo del agente causal y la
susceptibilidad del huésped serd el desarrollo de la enfermedad, ya que se pueden requerir
bajas concentraciones del patégeno o sustancia para poder causar la enfermedad

caracteristica (Rosas y Acosta, 2001).

Dentro de los principales patégenos que causan las ETAs a nivel mundial se encuentran los
virus. Scallan ef al. (2011) estimaron que los virus representan el 59% de ETAs y el
HuNoV representa el 99% de todos los incidentes de enfermedades transmitidas por
alimentos al afio. Los sintomas que mayormente se encuentran asociados a la infeccion
gastrointestinal por via fecal-oral debido al consumo de alimentos y/o agua:

e Diarrea aguda liquida, sin mecanismo inflamatorio,

e Diarrea con sangre con invasién y proceso inflamatorio,

e Diarrea crénica que se acompafia por mala absorcién,

e Fiebre entérica por infeccion penetrante.



2.2. Epidemiologia de los virus transmitidos por alimentos.

En Estados Unidos, el Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC por sus
siglas en inglés) estima que de los 47.8 millones de episodios de ETAs que suceden al afio,
el 59% de los casos son atribuidos a virus, de los cuales 15,000 son hospitalizaciones y 150
terminan en muerte. Los paises en desarrollo son los mds afectados, donde se estima
anualmente, que tan solo HuNoV es responsable de mds de 1.1 millones de
hospitalizaciones y 218,000 muertes principalmente de infantes. En tanto que a nivel global
el virus de Hepatitis A es responsable de 119 millones de casos por afio, donde el 25% de
los pacientes requieren de hospitalizacion y 34,000 casos terminardn con la muerte

(Fabiszweski-de-Aceituno et al. 2013).

Es bien conocido que los virus que son transmitidos a través de los alimentos lo hacen
principalmente por la via fecal oral; estos poseen caracteristicas tnicas que los diferencian
de las bacterias principalmente por su morfologia y mecanismo de infeccion, ya que los
virus son pardsitos intracelulares que requieren de células especificas de un mamifero para
poder replicarse, no sin antes sortear una serie de mecanismos internos del huésped para
tratar de disuadirlo antes de implantarse en el tracto gastrointestinal humano. Algunos de
los virus transmitidos por los alimentos no generan memoria inmunoldgica, por lo que la

inmunidad a la enfermedad por parte del huésped puede ser muy corta (Sair ef al. 2006).

Estos virus de origen alimentario pueden ser divididos en categorias de acuerdo al tipo de
enfermedad que provocan (Koopmans, et al. 2002):
1. Virus que causan gastroenteritis: Astrovirus, Adenovirus entéricos, Rotavirus y dos
géneros que pertenecen a los Calicivirus (Norovirus y Sapovirus).
2. Virus que causan hepatitis: Hepatitis A y Hepatitis E.

3. Virus que causan otras enfermedades: Enterovirus.

Se ha reportado que los principales agentes virales que estan asociados a las ETAs incluyen

a los Astrovirus (Astroviridae), Norovirus del tipo Norwalk (Caliciviridae), Sapovirus



(Caliciviridae), virus de Hepatitis E (Hepeviridae), virus de Hepatitis A (Picornaviridae) y

el Rotavirus (Reoviridae) (Fabiszewski-de-Aceituno et al. 2013).

A pesar de que distintos tipos de virus pueden ser transmitidos por alimentos, los mas
recurrentes son los virus del tipo Norwalk también conocidos como HuNoV vy los virus de
Hepatitis A (HAV), los cuales pueden afectar a toda la poblacion, en tanto que a los
Rotavirus se le atribuyen el 32% de los casos de diarrea infantil (Fabiszewski-de-Aceituno

et al. 2013).

2.3. Caracteristicas generales y evolucion de norovirus humano.

Los HuNoV pertenecen a la familia Calcivirididae, son virus pequefios, no envueltos, que
poseen una cadena simple no segmentada de ARN de polaridad positiva de
aproximadamente 7.4—7.7 Kb como material genético (Robilotti ez al. 2015). El extremo 3~
se encuentra poliadenilado y el extremo 5” estd unido covalentemente a una proteina viral
no estructural, conocida como proteina VPg (Eden et al. 2014). Su genoma est4 organizado
en tres marcos de lectura abiertos (ORFs), el ORF1 codifica una poliproteina que es
escindida costranscripcionalmente y postranscripcionalmente por proteasas virales, dando
lugar a seis proteinas no estructurales, mientras que el ORF2 codifica para una proteina
mayor de la cdpside llamada VPI la cual puede autoensamblarse en particulas parecidas a
los virus (VLPs, virus-like particles) y por ultimo el ORF3 que codifica para una proteina

menor de la cdpside conocida como VP2 (Karts and Baric, 2015).

Los HuNoV no tienen un mecanismo de reparacion de errores durante la replicacion, lo que
le permite tener la capacidad de adquirir una gran diversidad genética. Este género se
divide en siete genogrupos (GI al GVII), que se subdividen en al menos 30 genotipos. Los
virus de los genogrupos GI, GII y GIV son los que se han involucrado con enfermedad en
humanos mientras que GV, GVI y GVII, son exclusivos de infecciones en animales

(Martella et al. 2008, Tse et al. 2012).

Este microorganismo se considera un patégeno entérico humano que llega a causar una

morbilidad sustancial tanto en el &mbito de la salud como la poblacion en general, tan es asi
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que desde el afio 1996 a la fecha ha habido al menos seis pandemias causadas por
norovirus. De estas pandemias (afios 1996-1997, 2002, 2004, 2006, 2009 y 2012) los virus
responsables fueron los pertenecientes al genogrupo II, genotipo 4 (GIL.4) (Karts and Baric,

2015).

Estructura del virus de Norwalk
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Figura 1. Estructura de la capside y genoma del virus de Norwalk donde se muestra la regién altamente

variable del dominio sobresaliente, P2, el cual reconoce los antigenos de grupo sanguineo, los cuales son
reconocidos como factores de susceptibilidad del huésped para la infeccion. (Imagen tomada de Glass et al.

2009)

Con respecto al ciclo viral, el HuNoV se adhiere a las células hospedadoras (enterocitos)
usando un receptor de carbohidratos y posiblemente a un co-receptor, entra a las células a
través de endocitosis independiente de clatrina y caveolina. Subsecuentemente el ARN
genOmico viral se libera en el citoplasma, posteriormente se elimina VPg y el ARN viral se
traduce en una poliproteina ORF 1 procesada para producir las proteinas de replicacion (De
Graaf et al. 2016). Se sintetiza un genoma de ARNds a partir del ARNss viral (+) que luego
se transcribe y replica para producir ARNm virales y nuevos genomas de ARNss (+),
respectivamente. E1 ARN subgenémico se traduce para formar la proteina de la cédpside
principal VP1 y VP2. Finalmente, las nuevas particulas de virus se ensamblan y liberan

mediante lisis celular. EI ARN de Norovirus se replica desde el extremo 5 'para producir



RNA complementario completo (Thorne & Goodfellow, 2014). El genoma contiene
caracteristicamente la secuencia pGpU en el extremo 5 'que estd unida covalentemente a
una proteina pequefia, VPg. Una region conservada corta (CR) en el extremo 5 'se repite
internamente en el genoma cerca del comienzo de un transcrito de ARN de tamafio
subgendmico que es co-terminal con el extremo 3' del genoma. Cuando las células estdn
coinfectadas con dos cepas diferentes, existe la posibilidad de iniciar la replicacién de una
cepa A desde el extremo 5 'y cambiar a la cepa B en la regién CR, el virus quimérico puede
aparecer en la naturaleza e igual que otros virus de ARN monocatenario, la mutacién
también ocurre en el HuNoV y estos virus quiméricos son responsables de brotes

constantes (Ushijima et al. 2014).
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Figura 2. Composicion y ciclo viral del HuNoV (Imagen tomada de Graaf et al. 2016).



2.4. Gastroenteritis y epidemiologia de norovirus humano.

Los HuNoV son la principal causa de gastroenteritis no bacteriana a nivel mundial, siendo
el agente causal de alrededor del 90% de los casos (Lopman et al. 2012; Patel et al. 2009).
La gastroenteritis tanto epidémica como esporddica presenta una alta morbilidad y
mortalidad entre personas de todas las edades, causando de 5 a 8 millones de muertes al afio

especialmente durante los meses de invierno (Lopman et al. 2012; Payne et al. 2013).

Reportes recientes han estimado de que los HuNoV son los responsables de entre 19 a 21
millones de enfermedades, 1.7-1.9 millones de visitas ambulatorias, 400,000 visitas a
urgencias, 56,000-71,000 hospitalizaciones y 570-800 muertes anualmente tan solo en los
EE.UU. (Scallan et al. 2011, Hall et al. 2013). Los principales afectados son nifios menores
de 5 afos, ancianos e individuos inmunocomprometidos de los cuales se han reportado

alrededor de 1.8 millones de muertes al afio (Patel et al. 2009).

Sarah M. Bartsch, Benjamin A. Lopman y Bruce Y. Lee (2015), desarrollaron un modelo
de simulacién computacional para estimar la carga econdmica del HuNoV. A nivel
mundial, el HuNoV result6 en un total de $ 4.2 mil millones en costos directos del sistema
de salud y $ 60.3 mil millones en costos sociales por afio. La enfermedad entre los nifios <5
afos cuesta a la sociedad $ 39.8 mil millones, en comparacién con $ 20.4 mil millones para
todos los demds grupos de edad, por lo tanto, la carga econdémica total es mayor en los
nifios, por lo tanto, la gastroenteritis por HuNoV se considera un problema econdmico
global. Bruce Y. Lee et al. 2011 nos mencionan que los pacientes que son hospitalizados a
causa de sintomas de gastroenteritis que son ocasionadas por el HuNoV, le genera un costo

al hospital de $ 1, 794.26 por cama-dia.

Cuando se habla infecciones gastrointestinales por NoV, generalmente el GII es el agente
causal, ya que se ha descubierto en el 80% de los brotes, donde las cepas epidémicas
pertenecientes a GII.4 se considera que son las principales responsables en los dltimos 20

aflos. La emergencia de otras cepas se considera que es debido a que el GII.4 sufre un



proceso de evolucién secuencial, similar al que ocurre con los virus gripales (Matthews et

al. 2012, Vega et al. 2014).

La tasa de incidencia de la enfermedad de HuNoV aumenté dltimamente en varios paises,
asociandose a la aparicion en el afio 2012 de una nueva cepa del GII.4 de tipo Sydney (van
Beek er al. 2013). Aunque la mayoria de las veces las infecciones por HuNoV suele causar
una enfermedad autolimitante, cuyos sintomas se alivian dentro de 24 o 72 h, en el caso de
las infecciones crénicas pueden causar sintomas severos, principalmente en pacientes
inmunocomprometidos, en los que estas infecciones se vuelven intratables (Bok y Green,

2012).

La gastroenteritis que causa el HuNoV es una afeccion asociada a procesos no
inflamatorios en intestino delgado e inflamatorios a nivel de colon (Lin et al. 2015;
Robilotti et al. 2015). Entre los sintomas que cominmente se presentan se presenta diarrea,
vomito y fiebre los cuales se manifiestan después de un periodo de incubacién de 12-48 h.
Los HuNoV también han sido asociados a casos de enterocolititis necrosante, convulsiones
en infantes, encefalopatias, pneumatosis intestinales y coagulacion intravascular
diseminada (Patel et al., 2009). Los pacientes afectados por esta enfermedad reciben
principalmente tratamientos paliativos, como la rehidratacién oral, ya que provee de

electrolitos fundamentales y azucares (Goodfellow et al. 2015).

2.5. Transmision de norovirus humano.

Las rutas de transmision de los HuNoV son una de las principales causas del porqué estos
virus son identificados como la causa mas comin de gastroenteritis no bacteriana a nivel
mundial (Lopman ef al. 2012). La contaminacién fecal-oral es la principal via de
transmision, sin embargo, también se puede transmitir a través de vomito de pacientes u
otros fluidos, o transmision mecénica dada por la presencia de superficies contaminadas

(Bozkurt et al. 2015; Takahashi et al. 2011).
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Figura 3. Rutas de transmision del HuNoV a los alimentos, con énfasis en los humanos como una de las
principales fuentes de particulas virales, expulsadas en las heces y el vomito (Imagen tomada de Baert L ez al.

2009).

Debido a la baja dosis infecciosa que presentan el HuNoV (18 particulas virales), hace que
se facilite su propagacion y por ende permite que el virus se encuentre en contacto con
superficies, como los equipos de preparacién de alimentos, mesas, instrumentos O por
contacto de manos contaminadas (Boxman et al. 2009). Los aerosoles suelen ser la causa
mds rdpida de propagacion del virus en ambientes cerrados, como hospitales, hoteles,

centros médicos, asilos de ancianos o guarderias (Scallan et al. 2011).

Dentro de los brotes ocasionados por este microorganismo se han reportado algunos
asociados al consumo de ostras, ensaladas y comida que se ingiere sin una previa coccion.
Se ha encontrado que los mariscos (moluscos bivalvos) son capaces de concentrar los virus
durante la filtracién de aguas contaminadas con heces humanas (Robilotti et al. 2015)

(Tabla 1). Una vez en los alimentos, los HuNoV pueden persistir por periodos extendidos
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en condiciones de congelamiento y refrigeracion, asi como a temperatura ambiente

(Takahashi et al. 2011).

Tabla 1. Brotes de enfermedades asociadas por virus de origen alimentario por el consumo de frutas y

vegetales.
Producto Virus entéricos Aio No. De Casos Pais
Ensalada verde Norovirus 1979 63
Estados Unidos
Melén Norovirus 1987 Desconocido
Frambuesas Norovirus 1988 108 Finlandia
Lechuga Hepatitis A 1988 202
Apio Norovirus 1991 1440
Estados Unidos
Fresas Hepatitis A 1992 28
Tomates Hepatitis A 1994 Desconocido
Zanahoria Norovirus 2000 Desconocido Reino Unido
Frambuesas Norovirus 2009 200 Finlandia
Lechuga Norovirus 2010 260 Dinamarca
Ensalada verde Norovirus 139 brotes/5139
Lechuga Norovirus 1998-2005 42 brotes/1470 Estados Unidos
Fruta/Ensalada Norovirus 30 brotes/1502
Melén Norovirus 9
Jugos Norovirus 3
Vegetales de
Norovirus 62
hoja verde 2004-2015 Estados Unidos
tomate Norovirus 5
Moras Norovirus 5
Ensalada Norovirus 97

Fuente: Radin, 2012; Raquel M. Callejon 2015.
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2.6. Prevencion y control.

La prevencion de brotes por HuNoV actualmente estd dirigida a la identificacion del modo
de transmision y la interrupcidon de la cadena de contagio mediante el aislamiento de los
pacientes y la eliminacién de alimentos contaminados, asi como la descontaminacién de
aguas (Patel er al. 2009; Robilotti et al. 2015). Cabe mencionar que con excepcion de los
norovirus murinos y los calicivirus felinos, los demds no pueden cultivarse in vitro de

manera eficiente lo cual hace dificil tener un acceso a la prevencién clara del mismo.

La sanitizacién que se lleva a cabo en la industria alimenticia para reducir riesgos de brotes
de gastroenteritis, estd basada en aplicacion de soluciones de cloro (200 ppm)
principalmente (Takahashi er al. 2011). Sin embargo, se ha demostrado que este método no
es completamente eficiente en la remocion de algunos sustitutos de HuNoV; encontrandose
que solo logran disminuciones de 1 a 1.5 log en productos frescos contaminados (Ozawak

et al. 2007).

La prevencion de la propagacion secundaria del virus a través del contacto persona-persona
y de las superficies contaminadas son la clave para detener el aumento de brotes como los
que se producen en las salas de hospitales, escuelas, comedores y cruceros. Es asi como la
aplicacion de la higiene personal, la descontaminacidén adecuada de los alimentos y de las
superficies ambientales pueden ayudar a que el HuNoV se minimice (Jones et al. 2000;

Maury et al. 2007; Liu et al. 2010).

2.7. Diagnéstico molecular.

Hasta 1993, el unico método disponible para diagnosticar las infecciones por HuNoV era la
microscopia electrénica, dado que no se ha podido cultivar in vitro. Una vez conocida la
secuencia nucleotidica de su genoma, la RT-qPCR se ha convertido en la técnica de
referencia para su diagndstico, lo que permite detectar HuNoV en muestras clinicas,
ambientales, en agua y alimentos. Esta técnica, junto a la secuenciacién de los

amplificados, es particularmente ttil en los estudios epidemioldgicos para descubrir el
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origen de un brote o bien, para caracterizar cepas (Gunson RN et al. 2005). A pesar de que
se han disefiado mudltiples cebadores para detectar secuencias gendmicas especificas de
HuNoV, en general estos van dirigidos a detectar el gen de la ARN-polimerasa viral (regién

A) o el gen de la cdpside (region C) (Vennema H et al. 2002)

La deteccion por PCR en tiempo real es mds sensible y permite detectar y diferenciar entre
genogrupos I, II y IV mas rdpidamente. Se ha comprobado que la tecnologia basada en
sondas TagMan es mds especifica que la basada en SYBR Green es por ello que esta
técnica se ha generalizado tltimamente en laboratorios que procesan un elevado nimero de

muestras (Gunson RN er al. 2005).

Actualmente, también se dispone de un método rdpido consistente en una técnica
enzimatica ligada a enzimas (ELISA) que detecta proteinas de membrana y es capaz de

diferenciar cepas de genogrupos GI, GII y GIV (Bruin et al. 2006).

Hoy en dia se estd buscando una alternativa para la deteccién del HuNoV, ya que el método
de diagndstico actual es mds complejo y una de las limitantes es que el virus se encuentra
en baja concentracion en los alimentos, aparte de los altos costos de la técnica, es por eso
que, en este trabajo, utilizamos indicadores de contaminacién fecal, para intentar hacer un

diagnéstico mds sencillo, rdpido y econdmico.

2.8. Microorganismos indicadores de contaminacion fecal.

A pesar de la relevancia epidemioldgica que tienen las ETAs, la bisqueda de patégenos en
alimentos es un proceso caro que consume tiempo. Ademads, la contaminacién de patégenos
ocurre esporddicamente, por lo que, en forma general, los andlisis de sanidad se basan en el
rastreo de microorganismos no patégenos que, al estar presentes, pudieran indicar que las
condiciones en ese ambiente son las adecuadas para que pudieran desarrollarse patégenos
entéricos humanos. A estos microorganismos se les denomina microorganismos
indicadores, entre los que se encuentran los coliformes fecales incluida Escherichia coli 'y

Enterococcus spp. (Ortega et al. 2009).
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Gracias a la determinacién de los microorganismos indicadores, se pudiera predecir la
presencia de microorganismos potencialmente peligrosos y que estén asociados a

enfermedades con humanos.

Britton, en el 2005 defini6 una serie de atributos que deben de cumplir los
microorganismos para considerarse como indicadores de contaminacion:
1. Ser miembro de la microbiota intestinal de mamiferos
2. Debe estar presente cuando los patégenos estan presentes y ausentes en las muestras
no contaminadas

3. Debe de estar presente en mayor cantidad que el patégeno

4. Debe de ser tan resistente como el patégeno a los factores ambientales y a los
tratamientos de desinfeccion

5. No debe de multiplicarse en el entorno

6. Debe ser detectable por métodos féciles, rdpidos y econémicos

7. Debe ser no patdgeno

8. Debe de estar relacionado con el riesgo para la salud

9. Debe ser especifico para una fuente fecal o que pueda identificarse en cuanto a la

fuente de origen

Finalmente, la caracteristica mds importante que debe poseer un microorganismo indicador
es que exista un fuerte grado de asociacion entre la presencia o ausencia del indicador con
un patégeno en particular o grupo de patégenos; la fuerza de correlaciéon determina la

efectividad y precision como medida de la ocurrencia del patégeno (NH-DES, 2003).

Sin embargo, hasta la fecha no se ha identificado un microorganismo individual que cumpla
con todos los atributos de un buen indicador. Por lo tanto, a menudo se prefieren utilizar
indicadores multiples con indicadores especificos que son mds adecuados para ciertas

situaciones (NHMRC, 2011).
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2.8.1. Indicadores de contaminacion fecal alternativos.

La valoracidn de la calidad microbioldgica en las aguas ha sido principalmente mediada por
indicadores microbioldgicos como coliformes totales y fecales. Sin embargo, la falta de
especificidad en los estudios de Rastreo de Contaminacién Microbiolégica (MST, por sus
siglas en inglés) ha resultado en la necesidad de buscar alternativas para lograr un mejor
monitoreo en el control de contaminacion de aguas, asi como la elaboracién mds precisa de

estudios de riesgo microbioldgico y el desarrollo de acciones correctivas econdémicas.

En la actualidad, la Ground Water Rule utiliza a los bacteriéfagos (virus de bacterias) como
alternativa al MST (Long et al. 2005). Sin embargo, una de las limitantes es que este

indicador no ha sido ampliamente usado en los alimentos.

Fabiszewski-de Aceituno en el 2013 menciona que la deteccion de los virus en muestras de
alimento, es particularmente complicada debido a que:
1. Los virus estdn en concentraciones inferiores en los alimentos naturalmente
contaminados
2. Se requieren muestras de un peso mayor de 25 g
3. Las técnicas de deteccion moleculares a menudo presentan interferencias a los
componentes utilizados para elaborar los alimentos
4. Los virus presentan dificultad a la hora de ser cultivados in vitro, por lo que primero
deben de concentrarse, purificarse de la matriz alimentaria y ser amplificados por

métodos de deteccidn molecular
Adicionalmente, los virus solo pueden ser replicados en el huésped, lo que impide crecer en
los alimentos, por tanto, el nimero de particulas virales puede estar mds bajo que el limite

de deteccion de la técnica utilizada (Koopmans et al. 2002).

En este sentido la Red Iberoamericana de Potabilizacion y Depuracion del Agua (Campos-

Pinilla, 2003) reconoce a los colifagos (bacteriéfagos que pueden infectar cepas de E. coli)
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somaticos y a los colifagos macho-especifico F+ como indicadores de contaminacién ya
que la justificacion para esto radica en:
1. Los fagos estidn altamente distribuidos en aguas residuales y contaminadas.
2. Las poblaciones de colifagos son sustancialmente superiores a las de los
enterovirus.
3. Los colifagos requieren de un huésped bacteriano para poder reproducirse.
4. Los métodos para aislar y cuantificar colifagos son sencillos.
5. Los resultados son mds rdpidos cuando se analizan los colifagos que cuando se
utilizan enterovirus.
6. Algunos tipos de colifagos son naturalmente resistentes a los procesos de
desinfeccion.
Por este motivo se proponen indicadores alternativos o sustitutos virales que puedan
predecir el riesgo de contaminacion viral como es el caso de los bacteriéfagos los cuales se

describen a continuacion.

2.9. Bacteriofagos como posibles indicadores virales.

Desde el punto de salud publica, los virus entéricos son el grupo de organismos patégenos
mads criticos y ademds son los responsables de una amplia gama de infecciones en humanos
con diversos sintomas. Los individuos infectados arrojan millones de particulas de virus en
sus heces (10°/ g) o fluidos corporales, que eventualmente entrardn a los sistemas de
alcantarillado, pudiendo contaminar efluentes recreacionales si no se cuentan con las
medidas adecuadas de tratamiento de estas aguas (Skraber S et al. 2011). Entre los virus
entéricos patdgenos los HuNoV son los que se han reportado con mayor frecuencia en

aguas residuales (Myrmel M et al. 2006).

Las aguas residuales municipales suelen someterse a un tratamiento secundario antes de ser
descargadas al medio ambiente. El proceso implica la remociéon mecanica de sélidos,
seguido de tratamiento bioldgicos y quimicos. Sin embargo, las aguas residuales que
unicamente son tratadas fisicamente y que no se someten a un proceso de desinfeccion

pueden albergar virus entéricos ya que son mads resistentes a los desinfectantes comunes
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que los indicadores bacterianos y, por consecuencia pueden ser infecciosos para el hombre

(Kate R. Hodgson et al. 2017).

Las legislaciones han establecido de manera obligatoria el monitoreo de la calidad del agua
para el consumo. En este caso, una préctica comun es la bisqueda de microorganismos
indicadores de contaminaciéon fecal a fin de asegurar que dicha agua no haya sido
contaminada con materia fecal. Los microorganismos que se utilizan frecuentemente para
esto son de origen bacteriano e incluyen a coliformes fecales, coliformes totales, E. coli, y
E. faecalis (Rezaeinejad S et al. 2014). Sin embargo, en forma general, los virus son mas
resistentes que las bacterias a tratamientos de UV o cloracion (pricticas comunes de
desinfeccion en el tratamiento secundario de aguas residuales). Incluso se ha reportado que
la presencia de HuNoV en el agua u otros solidos reducen la eficacia de los desinfectantes y

permiten al virus mantener su infectividad (Francy DS et al. 2012).

Como alternativa a dichos inconvenientes, se ha propuesto el uso de bacteriéfagos los
cuales son virus que solo utilizan bacterias como hospedadores. Los colifagos utilizan E.
coli y otras especies emparentadas proximamente con ella como hospedadores y, por lo
tanto, pueden ser liberados por estos hospedadores bacterianos a las heces humanas (Bitton

Getal. 2011).

2.9.1. Biologia del bacteriofago.

Los bacteriéfagos son virus que infectan especificamente a las bacterias. Son ubicuos en el
medio ambiente y son las entidades bioldgicas mds abundantes en la tierra (Kutter y
Sulakvelidze, 2005). No son patogenos para otros organismos y pueden permanecer
infectivos en el medio ambiente sin un huésped durante largos periodos de tiempo. Ellos
coexisten y coevolucionan con las bacterias en una relacién dindmica depredador-presa
(Burssow et al. 2004). Infectan y se replican en el huésped bacteriano y son generalmente
especificos a nivel de especie, aunque hay algunos fagos con un rango de hospedadores
mds amplio (Hyman y Abedon, 2010). Los fagos que infectan E. coli y coliformes se

llaman colifagos. Los tres grupos principales de fagos de interés para las pruebas de calidad
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del agua son los colifagos macho-especificos F+ (conocidos como F-RNA) y fagos que van

contra Bacteroides fragilis (Ashbolt et al. 2001).

2.9.2. Colifagos somadticos.

El grupo de fagos somdticos comprende una gran cantidad de fagos liticos de las familias
Mbyoviridae, Siphoviridae, Podoviridae y Microviridae con diversas morfologias y genomas
de ADN monocatenario y bicatenario (Ackermann, 2009). Los fagos somaticos inician la
infeccién uniéndose a receptores especificos en la pared celular de la bacteria. Pueden
replicar en el tracto gastrointestinal de mamiferos, ademds de que existe una mayor

replicacién de estos fagos en ambientes acudticos.

2.9.3. Colifagos macho-especificos F+ (F-ARN).

Los fagos de F-ARN también conocidos como fagos “macho-especificos”, han sido lo mas
estudiados debido a su similitud con virus entéricos humanos que son patégenos, en
particular del grupo de enterovirus, calicivirus, adenovirus, virus de hepatitis A y E (Jofre,
2007). Son un grupo restringido de fagos estrechamente relacionados de la familia
Leviviridae con tamafio similar, forma y genoma de ARN monocatenario (ARNss) para
virus entéricos humanos. Este tipo de colifagos infectan a la célula huésped a través de la
union a las fimbrias de fertilidad (F) en el huésped de E. coli (Leclerc et al. 2000). Las
fimbrias solo pueden ser producidas por células que llevan un pldsmido que codifica para
este factor y s6lo cuando las células estdn en fase de crecimiento logaritmico a temperaturas
superiores a 30°C los fagos de F-RNA se replican en el tracto gastrointestinal de los
mamiferos, sin embargo, es poco probable que se multipliquen en ambientes acudticos

donde las condiciones son inadecuadas (Havelaar et al. 1986).

2.9.4. Fagos de Bacteroides.

Bacterias del género Bacteroides se encuentran entre los grupos mas abundantes del tracto

gastrointestinal de mamiferos y muestran una importante especificidad del huésped, ya que
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permite identificar la fuente de contaminacion fecal. Estos fagos pertenecen a la familia
Siphoviridae. Hasta la fecha no se ha informado que se repliquen fuera del tracto
gastrointestinal debido a los requisitos nutricionales especificos del huésped y su naturaleza

anaerdbica (Layton et al. 2006).

Hay dos grupos de fagos de B. fragilis que se utilizan como indicadores para la evaluacion
de la calidad del agua, el primero que es un grupo limitado de fagos que utiliza como
hospedador la cepa HSP40 de B. fragilis y que tiene la propiedad unica de encontrarse
exclusivamente en heces humanas y no en la de animales. El segundo grupo de fago utiliza
la cepa RYC2056 de B. fragilis como hospedador, el cual abarca una gama mas amplia de
fagos que estdn presentes en heces humanas y de otros animales y la concentracién en

aguas residuales es mayor (Madigan et al. 2006).

El monitoreo de bacteri6fagos como el MS2, F2, ® X174, GA, T2, T7 y QB se han sugerido
como un criterio mds confiable para poder evaluar la contaminacion de origen viral de las
aguas residuales provenientes de las heces fecales humanas (Boudaud N ez al. 2012). Por lo
tanto, los colifagos son sustitutos o modelos ttiles para evaluar el comportamiento de los
virus entéricos en el agua y su sensibilidad a los procesos de tratamiento y desinfeccion. A

este respecto, son mds utiles que las bacterias fecales (Rezaeinejad S ef al. 2014).

Debido a todo lo anterior y a la importancia epidemioldgica que tiene el HuNoV al ser el
principal agente causal de gastroenteritis transmitida por alimentos que son minimamente
procesados como es el caso de los vegetales de hoja verde y a la importancia de poder
realizar una asociacién entre HuNoV y los colifagos en estos productos, de ahi el presente

trabajo.
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3. JUSTIFICACION

La importancia epidemioldgica de los HuNoV radica es su capacidad de generar brotes
masivos de gastroenteritis y por consecuencia presentan alta morbilidad entre personas de
todas las edades. Esto tiene graves consecuencias en la salud y la economia, por lo que es
necesario conocer las cepas que circulan y determinar su frecuencia, para asi poder disefiar
estrategias mads eficientes que permitan prevenir y/o combatir brotes o casos de

enfermedad.

Tradicionalmente muchos brotes por HuNoV de GII se han asociado al consumo de
vegetales crudos, que han sido contaminados con heces fecales humanas. Ademds, son
virus estables dentro de un amplio rango de temperaturas, sobreviven a la congelacion,

refrigeracion, calentamiento a 60° C y a la accion de algunos desinfectantes.

Actualmente hay poca informacién sobre los métodos para rastrear la presencia de HuNoV
en vegetales de hoja verde, incluyendo a la lechuga y perejil, también se deben considerar
las diferentes rutas de transmision de los HuNoV y ademds establecer si algunos
indicadores no patégenos pueden ayudar a predecir el riesgo de la presencia de estos

agentes infecciosos.

Estos productos histéricamente se han visto involucrados en caso de gastroenteritis, por lo
que establecer la asociacion de HuNoV de GII y de colifagos somaticos en este tipo de
productos que se expenden en el drea metropolitana de Monterrey, nos permitird establecer

el estatus de estos agentes infecciosos
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4. HIPOTESIS

Existe correlacion entre la presencia de HuNoV del GII y de colifagos somadticos en
lechuga (Lactuca sativa) y perejil (Petroselinum crispum) que se expenden en punto de

venta en el drea metropolitana de Monterrey, N.L.
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5. OBJETIVOS

5.1 General
Determinar la correlacion entre HuNoV del GII y la presencia de colifagos somaticos en

lechuga (Lactuca sativa) y perejil (Petroselinum crispum) que se expenden en punto de

venta en el drea metropolitana de Monterrey, N.L.

5.2 Especificos

e Detectar y cuantificar la presencia de HuNoV del GII en muestras de lechuga (Lactuca
sativa) y perejil (Petroselinum crispum) que se expenden en punto de venta en el drea

metropolitana de Monterrey, N.L.

e Detectar y cuantificar la presencia de colifagos somdticos como indicadores de
contaminacion fecal en muestras de lechuga (Lactuca sativa) y perejil (Petroselinum

crispum) que se expenden en punto de venta en el drea metropolitana de Monterrey, N.L.

e Determinar la correlacion entre el HuNoV GII y colifagos somaéticos.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Obtencion de muestras.

Se colectaron un total de 320 muestras de las cuales 160 correspondieron a lechuga y 160 a
perejil. Estas fueron adquiridas aleatoriamente de punto de venta de supermercados de
Monterrey, N.L. y su drea metropolitana, de cada cual se adquirieron cuatro muestras por
establecimiento con la que se realiz6 una muestra compuesta completando con ello al final
40 muestras compuestas de cada vegetal. Una vez adquiridas las muestras se transportaron

al laboratorio a temperatura ambiente y se procesaron inmediatamente.

6.2. Cepas y cultivos de trabajo.

Se obtuvo comercialmente células Raw 264.7 (ATCC® TIB-71™) pertenecientes a
Mus musculus, una linea celular de macrofagos; transformada con el virus de la leucemia

murina de Abelson.

Para este trabajo se utilizé una cepa de Norovirus murino (MNV-1 CW1, ATCC PTA-5935
ATCC) obtenido comercialmente como sustituto de HuNoV, esto debido a que existen
reportes en donde se ha comprobado una estrecha relacion con el HuNoV por compartir
caracteristicas genéticas y bioquimicas similares, tomando en cuenta que el MNV es una

cepa segura para la manipulacién en un laboratorio nivel de bioseguridad 2.

6.3. Cultivo y mantenimiento de la linea celular Raw 264.7.

Para el mantenimiento y trabajo de la linea celular Raw 264.7, se us6 el medio base DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium, 11965092 Gibco™) de alta glucosa y L-glutamina,
suplementado con suero fetal bovino (CORNING) al 10%, penicilina-estreptomicina 100X
al 1% (P4333 SIGMA), aminoécido no esencial al 1% (11140050 Gibco™) y una solucioén
amortiguadora de CO2 HEPES 1M al 1% (US Biological). Las células fueron cultivas en

cajas de cultivo de 25 cm? con cambio de medio y lavadas con solucién PBS (0.1 M, NaCl
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145 mM, NaoHPOs 7.7 mM y NaH>POs4 2.3 mM, pH 7.3) cada 48 h y con pases de
confluencia de 80-90% en una relacién 3:1, donde las células fueron recuperadas con un
raspador celular (Corning™ Falcon™) y fueron resuspendidas en DMEM vy cultivadas a
una densidad celular de 7 x 10° células y por tltimo fueron incubadas a 37°C con 5% de
CO, (Walker, Kublin & Zunt, 2009). Alrededor del pase 3 o 4, las células fueron
congeladas y criopreservadas en un tanque de nitrégeno, para esto se recuperaron células de
una caja de 25 cm? (confluencia al 80%) y se ajustaron a ~1,000,000 células / ml por conteo
en camara de Neubauer y tefiidas con azul de tripan. Un mililitro de la suspension celular se
colocé en crioviales con 5% de DMSO. Se congelaron primero a -20°C, posteriormente a -

80°C y finalmente fueron transferidas a un tanque de nitrégeno.

6.4. Propagacion viral de MNV-1.

La propagacién del virus se realiz6 acorde a la metodologia propuesta por Wobus et al.
(2004) la cual se describe a continuacién. Se tomaron 20 pl del MNV-1 obtenido
comercialmente a una multiplicidad de infeccion (MOI por sus siglas en ingles) de 0.05, y
se transfiri6 directamente en células de macréfago murino RAW 264.7 (ATCC® TIB-
71™) previamente cultivadas en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium,
Corning) suplementado con 10% de suero bovino fetal (BFS), 1% de
antibidtico/antimicoético, 1% de aminoécidos no esenciales y una solucién amortiguadora de
CO2 HEPES 1M al 1% (US Biological). El cultivo se incub6 a 37°C con 5% de CO2 por 1
h, posterior a la cual, se retir6 el medio y se adicioné medio fresco sin suplementar
realizando la incubacién final por 48h bajo las condiciones indicadas. Cada 24 h se
determind el efecto citopatico con base a la confluencia celular (%) por medio del
microscopio invertido (Olympus CK40-SL).

Transcurridas las 48 h las células fueron recuperadas con la ayuda de un raspador celular y
se transfirieron a tubos Falcon de 15 ml y fueron sometidas a tres ciclos de
congelacion/descongelacion a -80°C para posteriormente ser centrifugadas a 4000 xg
durante 5 min. El sobrenadante donde se encontraban las particulas virales se almacené en

alicuotas a -80°C hasta su uso.

24



6.4.1. Titulacion viral por TCIDso.

Del cultivo de MNV-1 mantenido a -80°C, se descongel6 una alicuota (3 ml) en bafio de
agua a 37°C y de alli se transfirieron 100 pl a un tubo estéril, el cual fue centrifugado a
13,000 xg por 3 min para eliminar restos celulares. El sobrenadante se transfirié a un tubo
Eppendorf de 1.5 ml nuevo, de alli 25 ul del virus se colocaron en el primer pozo de una
placa de microtitulacion de 96 pozos (Corning® Costar®, Misuri, EE.UU) y se realizaron
diluciones decimales (10! a 10®) transfiriendo 25 ul a cada pozo por triplicado.
Posteriormente de una caja de cultivo celular de RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™) de 25
cm? con una confluencia de 80-100% se agregaron 9 ml de medio DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle medium, Corning) suplementado con 10% de suero bovino fetal (BFS), 1%
de antibidtico/antimicotico, 1% de aminodcidos no esenciales y una solucion amortiguadora
de CO; HEPES 1M al 1% (US Biological), por cada ml de suspensién celular, y se
transfirieron 100 pl de esta suspension a los pocillos en una nueva placa de microtitulacién
y se agregaron 50 ul de cada dilucién por cuadruplicado, la placa se incub6 a 37°C por 3 a 5
dias (Walker et al. 2009). Pasado el tiempo de incubacion, se observo el efecto citopético
en cada pozo y se calculd el valor de TCIDso mediante la siguiente formula, y se tomé la

dilucién a la cual el 50% de los pozos habia células infectadas por el virus:

Distancia proporcional (—PD)

(% de pozos infectados ao por encima del 50%) — 50%

"~ (% de pozos infectado a o por encima del 50%) — (% pozos infectados por debajo de 50%)

6.5. Obtencion del ARN de HuNoV como control positivo.

Para el caso de un control positivo de HuNoV GII, una muestra de heces fue proporcionada
a partir de aislados clinicos por el departamento de Patologia Clinica del Hospital
Universitario Dr. José Eleuterio Gonzélez de la UANL de pacientes con gastroenteritis no
bacteriana. Para esto, la muestra de heces se diluyd con agua miliQ para obtener una
suspension al 10% (p/v) y se clarificé mediante centrifugacién a 13 000 rpm por 3 min. El
sobrenadante se transfiri6 a tubos de 2 ml estériles y se almacenaron a -80° C. Se realiz6 la

deteccion del virus mediante PCR convencional como se describe en la seccidon 6.11.
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6.6. Modelo de contaminacion en muestras de lechuga con MNV-1.

6.6.1. Inoculacion de los vegetales.

Para evaluar la efectividad del método en la recuperacién de HuNoV, el MNV-1 se inocul6
en los vegetales a utilizar, para lo cual se utilizaron la metodologia propuesta por Coudray

et al (2012) como se menciona a continuacion.

De una muestra de lechuga adquirida comercialmente, se pesaron 6 porciones de 10 g cada
una de la lechuga los cuales se colocaron en bolsas Nasco estériles ( Nasco Whirl-Pak 92
0z, 2721 ml). A cada muestra se le inocularon 100 ul de un cultivo de MNV-1 que contenia
2.0x10° TCIDso / ml y diluciones de 10! hasta 10° en PBS (0.1 M, NaCl 145 mM,
NaoHPOs 7.7 mM y NaHPO4 2.3 mM, pH 7.5). Esos 100 ul fueron distribuidos en
aproximadamente 20 puntos de la superficie de cada muestra y se dejé secar a temperatura
ambiente en una campana de flujo laminar por 4 h para permitir la adhesion de las

particulas virales.

6.7. Procesamiento de muestras para la recuperacion del MNV-1 y HuNoV

GIL

A partir de aqui se realizé la misma metodologia para la recuperaciéon del MNV-1

inoculado, asi como la deteccién del HuNoV en las muestras de lechuga y perejil.

Se han reportado diferentes métodos para la obtencion del HuNoV tales como la
Ultrafiltracién, Separacion Inmunomagnética, Ultracentrifugacién y Precipitaciéon con
polietilenglicol (PGE), y en este proyecto utilizamos el dltimo método dado que es sencillo,
rdpido y econémico y ademads estd validado para ser utilizado en muestras de vegetales y

frutas (Christina Bartsch et al. 2016)
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Tipicamente, un método para la deteccién de virus en los alimentos implica los tres pasos
que se describen a continuacion:

1. Elucion y clarificacion del virus en el alimento.

2. Concentracién de las particulas virales.

3. Extraccién y deteccion del dcido nucleico.

6.7.1. Elucion y clarificacion.

Para este paso se realiz6 la metodologia reportada por Dobois et al. (2002), en la que los 40
g de cada muestra compuesta de lechuga y perejil que fueron colocados en las bolsas Nasco
(92 0z) ademds de los inoculados con MNV-1, se homogenizaron por 30 s de agitacién, 30
s de masaje y por ultimo 30 s de agitacion (Heredia et al. 2016) con 360 ml de
amortiguador TGBE suplementado (Tris100 mM, Glicina 50 mM, extracto de carne al 1%,
pH 9.5 y 50 mM de MgCl,). Posteriormente, se tomaron 40 ml de este enjuague y se
transfirieron a tubos cénicos de 50 ml correspondiendo esto al paso de elucioén. La
clarificacion se realiz6 con la finalidad de eliminar las particulas de alimento, para lo cual
la muestra se centrifugd a 10 000 xg por 30 min a 4°C. Después de ello, el sobrenadante se

transfirié a un tubo nuevo donde se ajusté pH 7.2 con HCl al 10%.

6.7.2. Concentracion de particulas virales.

Dado que los alimentos cuando estdn contaminados por virus entéricos, generalmente €stos
se encuentran en muy baja concentracion, se requiere un paso de concentracion viral, para
lo cual se sigui6 la metodologia propuesta por Dobois et al. (2002) y por Butot et al. (2006)
donde la clarificacion obtenida en el paso anterior, se precipité con 10 ml de una mezcla de
polietilenglicol (PEG, 8000, Sigma-Aldrich,) a una concentracién final de 10% (p/v) con
0.3 M de NaCl. Las muestras se incubaron 2 h a 4°C en agitacién (100 rpm).
Posteriormente las muestras se centrifugaron a 10, 000 xg por 30 min a 4°C. El
sobrenadante se descartd y el precipitado se resuspendié con 500 pl de PBS por pipeteo.

Esta solucion se transfirié a un tubo Eppendorf nuevo y se afiadieron 500 pl de una mezcla
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de cloroformo:butanol (1:1, v/v), se agité con vortex y se incubd por 5 min a temperatura

ambiente, posterior a lo cual se centrifugé a 10, 000 xg por 15 min a 4°C.

La fase acuosa superior obtenida (400-500 pl) se transfirié a un tubo nuevo de donde se

tomaron 150 pl para la extraccion del ARN viral y el resto se mantuvo a -80°C.

6.8. Extraccion de ARN viral.

La extraccion del ARN viral se realiz6 con el sistema comercial E.ZZ.N.A. ® Viral RNA Kit
(OMEGA bio-tek) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La pureza y
concentracion del ARN obtenido de las muestras se midi6 en un equipo Nanodrop 2000
(Thermo Scientific, Waltham, MA EE. UU). El ARN extraido se almacené a -80° C hasta su

uso.

6.9. Sintesis de ADN complementario (ADNCc).

La sintesis de ADNc se realiz6 utilizando el High Capacity ADNc Reverse Transcription
kit (Thermo Fisher Scientific, EE.UU) donde las condiciones de amplificacion fueron de 1
solo ciclo de 25°C por 10 min, seguido de 120 min a 37°C, 5 min a 83°C y manteniéndose
a4°C.

Tabla 2. Reactivos utilizados para la reaccion de sintesis de ADNc

Componente Volumen
10X RT Buffer 2.0ul
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8ul
10X RT Random Primers 2.0ul
MultiScribe™ Reverse Transcriptase | 1.0ul
Agua libre de nucleasas 3.2ul
Total por reaccion 10.0ul
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6.10. Deteccion de HuNoVs por PCR convencional aislado de heces.

Para obtener un control positivo para HuNoV, a las muestras de heces previamente tratadas
se les realizé una PCR punto final como se muestra en la tabla 3, obteniendo un volumen
final de reaccion de 20 ul, el cual contenia los oligonucledtidos (Cap F 57°-
CAAGAGTCAATGTTTAGGTGGATGAG-3", y Cap R 5°-
TCGACGCCATCTTCATTCACA-3especificos para el GII), 1 U de Taq polimerasa y
amortiguador de reacciéon. La amplificacidn se realiz en un termociclador PCR Express
(Thermo Hybaid, California, EE. UU) con las siguientes condiciones: un ciclo de 95°C por
15 min (activar Taq polimerasa), seguido de 45 ciclos con etapas de 94°C por 1 s, 55°C por
20 s, 15 s a 72°C para finalizar con un ciclo de 72°C por 3 min segin lo reportado por

Jothikumar et al. (2004).
Los productos de amplificacion (98 bp) fueron visualizados en un gel de agarosa al 2%
tefiidos con bromuro de etidio (10 mg / ml) a 120V, y finalmente fueron documentadas en

un fotodocumentador (Gel logic 2000, Kodak).

Tabla 3. Reactivos utilizados para la reaccion de PCR convencional.

Componente Volumen

Agua libre de nucleasas 10.3 ul
Amortiguador de reaccion Sul

Cap F 1.25 ul

CapR 1.25 ul

Tagq polimerasa 0.2 ul
ADN 2ul

Total por reaccién 20 ul

6.11. Cuantificacion viral mediante qPCR basado en SYBR Green.

El PCR en tiempo real se realiz6 en un termociclador PikoReal (Thermo Scientific

Massachusetts, Estados Unidos) utilizando un kit Maxima SYBR Green (Thermo Scientific
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Waltham, EE. UU), utilizando los oligonucleétidos y condiciones que se mencionan a
continuacién, asi mismo para la cuantificacidén se construyé una curva de calibracién para

el MNV-1y el HuNoV GIL

Tabla 4. Reactivos utilizados para la reaccién de qPCR.

Componente Volumen
Mezcla maestra 10 pl
CapF 1.25 ul
Cap R 1.25 ul
Agua libre de nucleasas | 5.5 ul
ADN 2ul
Total por reaccion 20 pl

6.11.1. Curva estandar de calibracion del MNV-1.

Se realiz6 una curva de calibracion con la cepa control de MNV-1 a la que se le realiz6 una
extraccion del ARN con el kit comercial mencionado anteriormente. Posteriormente se
realizé la sintesis de ADNc viral y se hicieron diluciones seriadas desde de 201.7 ng / pl
hasta 2x10” ng / pl de ADNc previamente cuantificado. Finalmente se cuantificé la
concentracion de ADNc de cada una de las diluciones en un termocilador PikoReal 96
(Thermo Scientific) utilizando un kit comercial Maxima SYBR Green (Thermo Scientific),
para lo cual se utilizaron los oligonucléotidos F-5"-TCCAGGATGACATAGTCCAGGGGCG-
3’y R-5" TGGGATGATTTCGGCATGGATGGACAACG-3", y se sometieron a un ciclo de 95°C
por 1 min, seguido de 35 ciclos de un paso a 95°C por 30 s, seguido de 30 s a 62°C y
amplificacion de 30 s a 72°C.

Los datos obtenidos permitieron la construccion de una curva estdndar relacionando el ciclo
de amplificacién con la concentracién de ADNc. De esta curva se obtuvo la regresion lineal
y la ecuacion de la recta las cuales permitieron estimar el nimero de copias gendémicas

(CG) de las diluciones del MNV-1 en las muestras.
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6.11.2. Curva estandar de calibracion del HuNoV GII.

Una vez obtenida la muestra positiva de ADNc de HuNoV GII se realizaron diluciones
seriadas a partir de una concentracién de 4049.8 ng / ul para obtener 10%, 10°, 102, 10' y 1
CG de ARN. Finalmente, cada una de las diluciones se cuantific6 en un termociclador
PikoReal 96 (Thermo Scientific) utilizando el kit comercial Maxima SYBR Green (Thermo
Scientific), en la que utilizaron los oligonucleétidos para GII antes mencionados, y un
protocolo de amplificacién de 95°C por 15 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 10 s, 20 s
a 55°C, 15 s a 72°C finalizando con un ciclo de 72°C por 3 min obteniendo un volumen
final de 20 pl. Los datos obtenidos permitieron la construccién de una curva estdndar
relacionando el ciclo de amplificacién con la concentraciéon de ADNc. De esta curva se
obtuvo la regresion lineal y la ecuacion de la recta las cuales permitieron estimar el nimero

de CG de las diluciones del HuNoV GII en las muestras.

6.11.3. Basqueda de HuNoV GII en las muestras de perejil y lechuga
mediante qPCR basado en SYBR Green.

A partir del ARN extraido de las muestras de lechuga y perejil como se menciona en la
seccion 6.9, se realizé la sintesis de ADNc como se describe en la seccién 6.10, para
posteriormente ser evaluadas por qPCR basado en SYBR Green utilizando los
oligonucleotidos y las condiciones de la seccion 6.12.2. en el termociclador PikoReal 96
(Thermo Scientific). Finalmente, el nimero de CG fue estimado utilizando los datos de la

curva estandar de calibracién del HuNoV GIL
6.12. Deteccion y enumeracion de colifagos somaticos (Method 1602:
Male-specific (F+) and Somatic Coliphage in Water by Single Agar Layer

(SAL) Procedure) en muestras de lechuga y perejil.

Se pesaron 40 g (10 g de cada muestra individual) en bolsas de plastico Nasco estériles (92

0z) que contenian 360 ml de agua peptonada (0.1%) obteniendo con esto una dilucién 1:10.
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Las muestras se homogenizaron por 30 s de agitacion, 30 s de masaje y 30 s de agitacién

(Heredia et al. 2016).

De cada lavado se tomaron 50 ml y se pasaron a un frasco estéril de 225 ml a los cuales se
les adicionaron 2.5 ml de CaCl; (0.022 g CaCl; + 50 ml dH20). A este cultivo se le agregd
2.5 ml del cultivo de la bacteria hospedadora (E. coli CN-13 ATCC 700609) en crecimiento
logaritmico (para lo cual el cultivo previamente estaba inoculado en caldo triptona e
incubado 16 h a 36.5 + 2°C, al transcurrir el tiempo se transfirieron 1.5 ml a un matraz con
30 ml de caldo triptona y se dejé por 4 h a 36.5 £+ 2° en agitacién) y 50 ml de agar triptona
fundido (compuesto por triptona, extracto de levadura, NaCl, CaCl, y agar bacteriol6gico)
posteriormente el contenido del matraz se agité suavemente y fue distribuido en 4 placas

Petri (para un volumen final de las 4 placas 100 ml).

Después de solidificado el agar, las placas fueron incubadas de forma invertida a 36.5 +
2°C por 16 h al cabo del cual se contaron las UFP de las 4 placas para cada muestra. Los
resultados fueron reportados por UFP / 100 ml. Como control negativo se utiliz6 el colifago

® X174 (ATCC 13706-B1) sin bacteria hospedadora.

Se proces6 de la misma manera un control positivo para la presencia de colifagos
empelando el colifago ® X174 (ATCC 13706-B1) para lo cual a 30 ml de caldo triptona se
le agreg6 1.5 ml de la cepa hospedadora y se incub6 por 2 h a 36.5 + 2°C en agitacion. Al
pasar las 2 h se le agregd 1 ml del colifago ® X174 y se incub6 de nuevo por 4 h més en
agitacion con la finalidad de concentrar el control positivo. Posteriormente el concentrado
del colifago se filtr6 a través de una membrana de nitrocelulosa de 47 mm de didmetro y
0.45um de poro (M S-PAK Membranes Filters) tratada con extracto de carne al 1.5%. Del
filtrado se tom6 1ml y se realizaron diluciones decimales seriadas con 9 ml de caldo
triptona (10°!, 102, 10°, 10%, 105, 10°, 107, 10® y 10”). De las diluciones 107, 10 y 10? se
tomé 1 ml y se homogenizaron en un tubo de ensayo con 3 ml de agar triptona para la
superficie (triptona, extracto de levadura, glucosa, NaCl, CaCl, y agar bacteriolégico) y 100
ul de la cepa hospedadora en mitad de fase log. El contenido del tubo se transfirié a cajas

petri que previamente tenfan una capa de agar triptona para el fondo (con la misma
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composicion que el utilizado en la superficie a diferencia que se utiliza menos
concentracion de agar bacteriol6gico). Al quedar solidificada las placas se colocaron de
forma invertida y se dejaron incubando toda la noche a 36.5 + 2°C. Pasado el tiempo de se
contaron las UFP (unidades formadoras de placa, figura 1) y la dilucién que se tomé como
control positivo fue la que formaba de 30-80 UFP correspondiendo esto a la dilucién 107

en nuestro caso.

Unidades formadoras de placa (UFP)

Figura 4. Unidades formadoras de placa (UFP, flechas) utilizando el protocolo 1602 de la Agencia de
Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (EPA, 2001). En flecha se indica una UFP tipica.
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7. ANALISIS ESTADISTICO

La enumeracion de los colifagos sométicos se expresé en UFP / 100 ml y los del HuNoV
GlI en Log10 de CG de ARN / g de muestra compuesta. Los datos fueron logaritmicamente

transformados en base 10 (log)

Para la descripcién de los datos microbioldgicos, se elaboraron diferentes tablas de
frecuencia, asi como gréficas de cajas, utilizando medidas de tendencia central y de
variacién para comparacion de datos mediante los paquetes estadisticos IMB® SPSS®

Statistics Version 22 y el GraphPad Prism Version 7.

Se utiliz6 el anélisis unilateral de varianza por jerarquias Kruskal-Wallis. Esta prueba no
paramétrica, se utiliz6 para observar si existian diferencias significativas entre los niveles

de contaminacién de acuerdo al tipo de vegetal.

Se realiz6 la correlacion entre los colifagos sométicos y HuNoV GII para conocer el grado

de asociacion entre las dos variables, utilizando la correlacién de Spearman (Rho).
Para poder interpretar la intensidad con la que se asociaron dos variables en la correlacion

de Spearman (Rho), se utilizé la categorizacion de Hernandez Sampieri & Fernandez

Collado (1998), como se muestra en la siguiente tabla:

34



Tabla 5. Grado de relacién segtin su coeficiente

Rango Relacion
-0.91 a-1.00 Correlacion negativa perfecta
-0.76 a -0.90 Correlacion negativa muy fuerte
-0.51a-0.75 Correlacion negativa considerable
-0.11 a-0.50 Correlacion negativa media
-0.01 a-0.10 Correlacion negativa débil
0.00 No existe correlacion
0.01a0.10 Correlacion positiva débil
0.11a0.50 Correlacién positiva media
0.51a0.75 Correlacion positiva considerable
0.76 a 0.90 Correlacion positiva muy fuerte
0.91a1.00 Correlacion positiva perfecta
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8. RESULTADOS

8.1. Modelo de contaminacién en muestras de lechuga con MNV-1 CW 1
ATCC PTA 5935.

8.1.1. Propagacion viral de MNV-1.

A partir de la linea celular Raw 264.1 (ATCC® TIB-71™), se realiz6 la proliferacion viral,
donde se subcultivé la linea cuando las células alcanzaron una confluencia celular del 80%
(Fig. 1A). La propagacién viral se obtuvo a partir de la infeccion de la linea celular con una
multiplicidad de infeccion (M.O.I.) de 0.05, obteniendo el efecto citopitico (ECP)
provocado por la infeccion viral donde se puso de manifiesto el efecto caracteristico de
desprendimiento celular de la superficie (Fig. 2B). Las particulas virales pudieron ser

detectadas mediante qPCR para corroborar la presencia del MNV.1

Figura 5. (2A) Linea celular Raw 264.7 en confluencia celular del 80% y (2B) efecto citopético provocado

debido a la infeccién viral.

36



8.1.2. Titulacion viral por TCIDso.

La titulacién del MNV-1 CW1 (ATCC PTA-5935) se obtuvo mediante la titulacién de
TCIDso, obteniendo un titulo viral de 2.0x10% TCIDs / ml, tomando en consideracién un
75% de pozos infectados positivos y 25% positivos por debajo del 50%. Posteriormente se

visualizaron los pozos para observar el efecto citopatico del duplicado y el virus de

referencia (0.1x10 TCIDso/ ml).

Ensayo de titulacion de TCIDso

Virus de prueba Virus de prueba Stock de
MNV-1 MNV-1 referencia.

Figura 6. Ensayo de titulaciéon de TCIDsen placa de 96 pozos, con dos repeticiones del virus MNV-1

(ATCC PTA-5935) y un control de referencia de un virus previamente producido en el laboratorio.
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8.1.3. Curva de calibracion estandar de MNV-1 mediante qPCR.
La curva de calibraciéon de qPCR para MNV-1, se obtuvo a partir de las diluciones seriadas

del ADNCc viral. La regresion lineal de la curva arroj6é una R?= 0.9071 y la ecuacién de la

recta correspondiente Y: -2.122X+29.93 (Figura 4).

Curva de calibracion estandar de MNV-1

Y =-2.122X+29.93

o
O 204 R2=0.9071
104
0 * v = ¥ g
0 3 6 9 12 15

log (Copias Gendémicas)

Figura 7. Curva estandar de MNV-1, con un valor de R, de 0.9071 y la ecuacién de la recta con una Y: -

2.122X+29.93.
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8.1.4. Limite de deteccion del MNV-1 como control de proceso

El limite de deteccién (LOD) se definié como la cantidad de virus més baja expresado en
Logl0O de CG de ARN. Posteriormente se realiz6 una qPCR, la cual logré detectar la
presencia del MNV-1 en todas las muestras. La cuantificaciéon de MNV-1 se estim6 con la

ecuacion de la recta de la curva estdndar como se muestra en la siguiente tabla.

El limite de deteccion fue de 0.12 y el limite de cuantificaciéon (LOQ) de 2.34 log10 de CG
de ARN.

Tabla 6. Deteccién de MNV-1 inoculado en lechuga evaluado mediante qPCR.

Indculo Método de PEG
MNV-1 (2.0x10¢ TCIDs0/ ml) MNV-1 (logl0 CG de ARN)

100000 2.34
10000 1.87
1000 1.78
100 1.32
10 0.7
1 0.12
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8.2. Deteccion molecular de HuNoV GII en vegetales.

8.2.1. Curva estandar de cuantificacion de HuNoV GII mediante qPCR.

Posterior a la obtencion del control positivo de HuNoV GII, se realiz6 una curva estandar
de titulacion cuantificindose a partir de diluciones seriadas de ADNCc, obteniendo una R2de

0.9941 y la ecuacion de la recta donde Y: -1.785X+30.597

Curva estandar de HuNoV GII

32

30 \

; Y =-1.785X + 30.597
28 >

\\ R = 0.9941

26

22

Cq

Logl10 (Copias Genémicas)

Figura 8. Curva estdndar del HuNoV GII, con un valor de Ro=0.9941 y la ecuacién de la recta con una Y= -

1.785X + 30.597
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8.2.2 Deteccion y cuantificacion de HuNoV GII mediante qPCR en muestras

de lechuga y perejil.

De las muestras compuestas analizadas de cada producto, se obtuvo que para el caso de las
de perejil, el 80% (32/40) fueron positivas para el HuNoV GII, en tanto que de las muestras
de lechuga fue mayor con un 92% (37/40).

Tomando en cuenta que nuestro limite de deteccion fue de 0.1 logl0 CG de ARN / g, del
total de muestras analizadas, los rangos en los que hubo mayor nimero de CG en las
muestras de perejil fue de 0.1 a 0.9 logl0 (57.5%), a diferencia de las muestras de la

lechuga que solo el 2.5% estuvieron en ese rango (Tabla 7, Fig. 9).

En las muestras de lechuga el 60% se estuvieron en los rangos de 2 a 2.9 log10 y rango en
el que el perejil solo se presentd el 5% de las muestras. S6lo algunas de nuestras muestras
de lechuga (10%) estuvieron por encima de nuestro limite de cuantificacion (=3 logl0)

(Tabla 7, Fig. 9).

Tabla 7. Frecuencias de logl0 de CG de ARN / g de muestra compuesta en muestras de lechuga y perejil.

Rango Perejil Lechuga
(log10 CG de ARN/ g) Positivas/total (%) Positivas/total (%)
<0.1 8/40 (20) 3/40 (7.5)
0.1-0.9 23/40 (57.5) 1/40 (2.5)
1.0-1.9 7/40 (17.5) 8/40 (20)
2.0-2.9 2/40 (5) 24/40 (60)
>3.0 0/40 (0) 4/40 (10)
Total 32%/40 (80) 37*/40 (92)

* Considerando el limite de deteccion a partir del rango 0.1-0.9
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Figura 9.

Distribucion de HuNoV GII en muestras de lechuga y
perejil.

E3 Lechuga

B perejil
3';

0 20 40 60 80
Presencia de HuNoV Gl (%)

Log10 copias de ARN/g de muestra compuesta

Grafica de frecuencias (%) de los rangos contaminacién de las muestras de lechuga y perejil

analizadas mediante qPCR y expresadas en logl0 de CG
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8.3. Comparacion de niveles de HuNoV GII en muestras de lechuga y

perejil.

Tras realizar el andlisis estadistico se demostré que si habia diferencias significativas (p=
0.000) entre ambas muestras, debido a que en las muestras de lechuga se presenté mayor
nimero de CG. EI promedio de logl0 CG / g de las muestras de lechuga fue de 2.290, en
tanto que para las muestras de perejil se obtuvo un promedio de 0.561 logl0 CG de ARN /g

de muestra compuesta (Fig. 10).

Comparacion de los niveles de contaminacion de HuNoV GII
en muestras de lechuga y perejil.

Log10 CG/gl de muestra compuesta

——
0 T T
S D
o2 o>
o> et
9 A4

Productos

Figura 10. Comparacién del logl0 CG de ARN / g de muestra compuesta de lechuga y perejil adquiridas en

el area metropolitana de Monterrey N.L.
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8.4. Deteccion y enumeracion de colifagos somaticos en muestras de lechuga

y perejil (Protocolo 1602-EPA 2001).

Al realizar la cuantificacion de colifagos somdticos en ambos tipos de muestra,
encontramos que, para el caso de lechuga, el 50% de las muestras presentaron niveles de
contaminacién entre 1-10' UFP / 100 ml, seguido de niveles de 11 - 10>y 101-10* UFP /
100 ml con un 27.5 y 7.5% respectivamente. El 15% de las lechugas presentaron niveles <1
UFP/100 ml de colifagos (Tabla 8, Fig. 11).

Para el caso de las muestras de perejil, el 42.5% de las muestras compuestas presentaron
niveles de colifagos somdticos entre 1-10' UFP / 100 ml, mientras que un 25 y 22.5% de las
muestras tuvieron cuentas entre 11-10% y 101-10° UFP/100 ml respectivamente. En este caso
s6lo una muestra tuvo niveles de colifagos somdticos mayores a 10° UFP / 100 ml
representando esto el 2.5% del total de muestras, asi mismo en el 7.5% de las muestras de

perejil (3) se presentaron valores menores a 1 UFP / 100 ml (Tabla 8, Fig. 11).

Tabla 8. Niveles de colifagos sométicos (UFP / 100 ml) en muestras de lechuga y perejil

Colifagos somaticos Lechuga tipo Iceberg Perejil liso
(UFP /100 ml) (n=40) (n=40)
Frecuencias (%) Frecuencias (%)
<1 6 (15) 3(73)
1-101 20 (50) 17¢42:5)
11-10° 11(27.5) 10 (23)
101-10° 3(7.5) 9(22.5)
>103 0 (0) 1(2.5)
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Distribucion de colifagos somaticos en muestras de lechuga y

perejil.
2103-:I B Lechuga
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Figura 11. Grafica de barras con frecuencias (%) de los rangos de contaminacidn por colifagos somadticos

(UFP / 100 ml) en muestras de lechuga y perejil.
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8.5. Comparacion de niveles de colifagos somaticos de acuerdo al tipo de

producto.

Con respecto al tipo de producto, observamos que el perejil fue el que presenté mayor
concentracion de colifagos somdticos a diferencia de las muestras de lechuga, sin embargo,
la media entre ambos productos era cercana, ya que la mayoria de las muestras se
encontraron en el mismo rango de log UFP / 100 ml, donde la media para las muestras de
perejil fue de 1.284 en tanto que para las de lechuga fue de 0.855 que tras realizar el
andlisis de los dos productos, se demostr6 que no hubo diferencia estadisticamente
significativa (p= 0.073) debido a que la distribucién de los niveles de log UFP / 100 ml es

similar entre los productos (Fig. 12).

Comparacion de los niveles de contaminacion de colifagos
somaticos en muestras de lechuga y perejil.

Log10UFP/100m

Productos

Figura 12. Comparacién de los niveles de colifagos somaticos de las muestras de lechuga y perejil

recolectados en el drea metropolitana de Monterrey N.L.
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Es destacable hacer mencién que el 75% de las muestras de lechuga se encontraron niveles
de colifagos somaticos de 1.2450 log UFP / 100 ml, caso contrario de las muestras de

perejil donde los niveles més altos se encontraban en 2.1875 log UFP / 100 ml.

8.6. Correlacion entre colifagos somaticos y HuNoV GII en el total de

muestras.

Para realizar la correlacion entre la presencia de ambos tipos de virus, se utilizé la
correlacion de Spearman (Rho) mediante el cual, al hacer los andlisis de correlacion entre el
total de las muestras sin importar el tipo de producto, encontramos que los colifagos
somaticos y HuNoV GII no presentaron correlaciones significativas (Rho= -0.098, p=
0.432) (Tabla 9) tomando en cuenta que mientras mas cercano a 1 sea el valor, mas

correlacion hay entre ambos (Fig. 13).

Tabla 9. Grado de asociacion entre los colifagos somdticos con HuNoV GII en el total de muestras de

lechuga y perejil.
Correlacion rho de Total de muestras de vegetales
Spearman Colifagos somaticos HuNoV GII
Colifagos somaticos 1 -0.098
HuNoV GII -0.098 1
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Correlacion entre colifagos somaticos y HuNoV GII en el
total de las muestras
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Figura 13. Diagrama de dispersién de colifagos somaticos (UFP/100 ml) y HuNoV GII (CG de ARN / g de

muestra compuesta) en muestras de lechuga y perejil.
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8.6.1. Correlacion entre colifagos somaticos y HuNoV GII en muestras de

lechuga.

Cuando se realiz6 la correlacion de la deteccion de ambos virus dependiendo del tipo de
muestra se observaron resultados diferentes. Para el caso de las muestras de lechuga al
realizar el andlisis estadistico, entre colifagos y HuNoV GII, se presenté una correlacion
media positiva mostrdndose también en el diagrama de dispersion (Rho = 0.375, p = 0.032)

(Tabla 10, Fig. 14).

Tabla 10. Grado de asociacion entre los colifagos somaticos con HuNoV GII en muestras de lechuga. El

valor en el interior de las celdas de la matriz, representa el grado de asociacién Rho de Spearman.

Correlacion rho de Total de muestras lechuga
Spearman Colifagos somaticos HuNoV GII

Colifagos somaticos 1 0.375%*
HuNoV GII 0.375% 1

*La correlacion es significativa a un nivel de 0.05
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Correlacion positiva entre colifagos somaticos y HuNoV GII
en muestras de lechuga,

1200

1000 -

800 -

600

400

compuesta)

200 - ° -
°
0 :’. o’

0 10 20 30 40 50 60

HuNoV GII (CG de ARN / g de muestra

Colifagos somaticos (UFP /100 ml)

Figura 14. Diagrama de dispersion relacionando el valor de X de colifagos somaticos (UFP / 100 ml) y el
valor de Y de HuNoV (CG de ARN / g de muestra compuesta) en muestras de lechuga.
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8.6.2. Correlacion entre colifagos somaticos y HuNoV GII en muestras de

perejil.

Para el caso de las muestras de perejil al realizar el andlisis estadistico, entre colifagos y

HuNoV GII, se present6 una correlaciéon media negativa con los HuNoV GII (Rho= -0.385,

p=0.027) mostrdndose también en el diagrama de dispersion (Rho=0.375, p= 0.032) (Tabla

11, Fig. 15).

Tabla 11. Grado de asociacién entre los colifagos somdticos con HuNoV GII en muestras de perejil. El valor

en el interior de las celdas de la matriz, representa el grado de asociacién Rho de Spearman.

Correlacion rho de

Total de muestras de vegetales (lechuga y perejil)

Spearman
Colifagos somaticos HuNoV GII
Colifagos somaticos 1 -0.385%*
HuNoV GII 0.385* 1

*La correlacion es significativa a un nivel de 0.05
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Correlacion negativa entre colifagos somaticos y HuNoV GII
en muestras de perejil.
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Figura 15. Diagrama de dispersién de colifagos somaticos (UFP / 100 ml) y HuNoV (CG de ARN / g de

muestra compuesta) en muestras de perejil, obteniendo una Rho de -0.385.
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9. Discusion

Desde los tltimos 10 afios, ha habido una creciente demanda de verduras de hoja verde
y ensaladas listas para el consumo RTE (del inglés ready to eat), debido a que los
consumidores cambiaron sus habitos alimenticios derivado de su interés de tener un
estilo de vida mas saludable (Ambroos Stals er al. 2011). Con frecuencia estos
productos se consumen crudos o minimamente procesados, facilitando con ello la
propagacion de patégenos (virus, pardsitos y bacterias) por lo que estos alimentos son
reconocidos como una fuente de brotes de gastroenteritis en todo el mundo (Birce

Mercanoglu Tuban y A. Kadir Halkman et al. 2011)

Entre los anteriores, el principal patogeno que ha sido atribuido a brotes masivos de
gastroenteritis humana por consumo de alimentos contaminados es el HuNoV,
representando el 57% de los brotes asociados al consumo de vegetales verdes, donde el
genogrupo II (GII) es el mds ampliamente reportado como causante de gastroenteritis

(Painter et al. 2013).

Debido a lo anterior, el objetivo de nuestro trabajo fue detectar la presencia de HuNoV
GII en muestras de lechuga y perejil y poder establecer una relacion entre este patégeno
con indicadores alternativos de contaminaciéon fecal como lo son los colifagos
somaticos, ya que en la actualidad es dificil rastrear al HuNoV debido a la falta de
métodos sensibles de deteccion donde a menudo resulta ser mds compleja y costosa, por
tal motivo se considera de suma importancia monitorear al HuNoV mediante

indicadores ambientales.

Con respecto a la metodologia utilizada para la deteccién y concentracion del HuNoV
fue la propuesta por Dubois et al. (2002) y Butot et al. (2006), que implic tres pasos
diferentes de: (1) elucion y clarificacion del virus del alimento, (2) concentracion de las
particulas virales del virus y (3) extraccion y deteccion del acido nucleico, utilizando la

precipitacion con polietilenglicol (PEG) en combinacién con ultracentrifugacion.
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En este sentido, Dubois et al. (2002) propusieron un protocolo que incluye lavar la
superficie del vegetal con un amortiguador béasico (pH 7.4 a 9.5) mismo que empleamos
en nuestro estudio (TGBE, Tris100 mM, Glicina50 mM, y extracto de carne al 1%, pH
9.5 suplementado con MgCl>) debido a que rompe las interacciones electroestdticas e
hidrofébicas entre las superficies de los vegetales y el virus. Ademas, la suplementacién
del amortiguador con Tris favorece la elucién de las particulas virales proporcionado un
medio satisfactorio al acoplarse a la RT-qPCR, sin embargo, tiene la desventaja de
disminuir la infectividad del virus, para minimizar este paso se complementd con 50

mM de MgCl (Parry y Mortimer 1984).

Posteriormente un paso también de suma importancia fue la concentracion de las
posibles particulas virales, esto tomando en cuenta que a menudo estos patdégenos se
encuentran en niveles muy bajos en los vegetales. Sin embargo, a pesar de proponerse
diversas estrategias para la concentracién viral, se deben adaptar para que sean
compatibles con el eluyente utilizado y el tipo de alimento que se analiza. Es por esto
que para nuestro caso utilizamos la adicién de PEG al eluido clarificado ya que es un
compuesto que reduce la solubilidad de las macromoléculas permitiendo una buena

concentracion viral (Lewis y Metcalf 1988).

Es importante mencionar que al final del tratamiento de la muestra, se realiz6 una
purificacién secundaria con cloroformo y alcohol butilico para eliminar sustancias
interferentes previamente co-purificadas con particulas (Sair et al 2002; Dubois et al.

2006).

En cuanto a la técnica molecular utilizada para la deteccion y cuantificacion del HuNoV
GII empleamos aquellas basadas en la deteccion de 4dcidos nucleicos por PCR, ya que se
consideran la mejor herramienta para la deteccién de virus patégenos en vegetales
(Lees, 2002). Al realizar la técnica de PCR punto final esta mostré menos sensibilidad

debido quizd a la baja concentracion de virus en las muestras en comparacion con la

qPCR.
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Con respecto a lo anterior, un estudio realizado por Nordgren et al. (2008) reportaron
observaciones similares, planteando que una de las razones por las que el PCR
convencional falla en la deteccion de HuNoV es la baja carga viral. Asimismo, Pang et
al (2004) atribuyen la baja sensibilidad a la dificultad en el desarrollo de un ensayo
molecular para el HuNoV sobre todo en el disefio y construccién de oligonucleétidos,
debido a la alta diversidad genética del género Caliciviradae, ya que las
heterogeneidades existen adn en las regiones mas conservadas del genoma viral, por

ejemplo, la region dependiente de la ARN polimerasa (RdRp).

En el presente trabajo utilizamos también la PCR en tiempo real ya que ofrece la
ventaja de ser un método sencillo y rdpido, basado en SYBR Green, la cual resulté ser
mas sensible para la deteccion del HuNoV GII. Cabe mencionar que primero
implementamos y evaluamos la metodologia de deteccion del HuNoV GII, mediante un
control de proceso utilizando al MNV-1 como subrogado o sustituto del HuNoV,
debido a que actualmente, no hay un método facil de estandarizar disponible para el
cultivo del HuNoV y a que el MNV-1 si puede ser cultivado en linea celular (Duizer et

al. 2004).

Asimismo, en un estudio realizado por Luciana Croci et al. (2008) se plantea que la
idea de utilizar un control de proceso involucra el inocular una muestra con una
cantidad conocida de un agente que posee caracteristicas similares de comportamiento
en las matrices de alimentos como el virus de interés, es por ello que se seleccioné al
MNV-1 demds de estar estrechamente relacionado con el virus investigado, ser
facilmente disponible, simple de estandarizar e inofensivo para trabajar en el laboratorio
(Hootfar et al. 2004). Ademas, el nivel de recuperacion de dicho control permitira la
cuantificacion relativa de la eficiencia del procesamiento de extraccioén de las muestras
y més importante aun, proporcionard datos que puedan ayudar a la interpretacion de si
los resultados negativos podrian ser falsos debido al fracaso del procesamiento de

extraccion (Le Guyader et al. 2004).
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En este sentido y después de haber evaluado que hubo una buena tasa de recuperacién
del MNV-1 inoculado con un limite de deteccion de 0.12 logl0 de CG de ARN, de las
40 muestras compuestas de lechuga 37 (92%) fueron positivas, de las cuales el 60% se
encontraban en rangos de 2 a 2.9 logl0 de CG de ARN / g de muestra compuesta y el
10% de las muestras estuvieron por encima de nuestro limite de cuantificacién (>3
log10 de CG de ARN / g). En lo reportado en la literatura por Martijn Bouwknegt et al.
(2014), desarrollaron un modelo cuantitativo para estimar el riesgo que representan los
virus entéricos en los vegetales de hoja verde en Europa a lo largo de la cadena de
suministro, en sus resultados, al analizar la lechuga, encontraron concentraciones de

3.95 logl0 de CG de ARN / g porcién, coincidiendo con los nuestros.

Para el caso de las 40 muestras compuestas de perejil, 32 (80%) resultaron positivas, sin
embargo, presentaron un menor nimero de CG a diferencia de las muestras de lechuga.
El 57% de encontraba en los rangos de 0.1 a 0.9 log10 de CG de ARN / g de muestra

compuesta, solamente el 5% presentaron valores de 2 a 2.1 log10.

Especificamente en nuestro pais poco se ha buscado la presencia de estos virus en
muestras de vegetales, tal es el caso de un estudio realizado por Feliz-Valenzuela et al.
(2012) donde se cuantificaron virus entéricos, incluyendo el HuNoV (GI) en productos
frescos de las instalaciones de empaque en el Noroeste de México. Los resultados
arrojados en las muestras de perejil que evaluaron provenientes de campo y con un paso
de desinfecciéon por inmersiéon se encontré en una muestra HuNoV GI con una

concentracion de 2.55 logl0 CG de ARN / g

Otro de los pocos estudios en la busqueda de virus en cultivos en el Noroeste de
Meéxico, fue realizado por Feliz et al. (2010). Buscaron la presencia de HuNoV en
pimientos, encontrdndolo en el 45% de las muestras del campo y en 30% de los

pimientos envasados.

Con respecto a la estacionalidad del muestreo, Feliz-Valenzuela et al. (2012) analizaron

vegetales como cebolla verde (3.75 logl0 ARN / g) y cilantro (2.68 logl0 ARN / g),
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donde al comparar sus resultados con los obtenidos en el agua utilizada para la
desinfeccion, los vegetales presentaron menor carga viral, ya que en las muestras de
agua tuvieron niveles de 7.11 logl0 CG de ARN / ml concluyendo que dichas bajas
cargas virales se pudieron deber a que el muestreo fue realizado en la temporada de
primavera donde no hay la misma descarga de HuNoV, debido a que esté patdégeno es
predominante en inverno. Es por ello que en nuestro trabajo pudieran haberse
encontrado baja concentracion viral ya que nuestro muestreo se realiz6 en la temporada

de primavera-verano.

En otro estudio por Ambroos Stals et al. (2010) evaluaron la presencia de HuNoV
diferentes frutas las cuales también reportaron rangos similares a nuestro estudio, como,
por ejemplo: frambuesas (2.45 a 3.70 log / 10 g), fresas (2.20 a 4.10 log / 10 g), tomate
(3.91 a5.04 log / 10 g) y ensalada de frutas (4.64 log / 10 g). Los autores reportan la
dificultad que representa el poder interpretar los resultados positivos por PCR, debido a
que en la actualidad no es posible cuantificar el impacto a la salud que representa el
numero de CG presente en los alimentos, debido a la falta de correlacion entre las CG y
las particulas infecciosas, ademas de la falta de un modelo in vitro (Ambroos Stals et al.
2010), lo mismo podemos mencionar de nuestros resultados obtenidos en ambos

vegetales.

Cabe mencionar que no todas las frutas y vegetales son susceptibles de igual manera a
la contaminacién microbioldgica (Mercanoglu-Taban and Halkman, 2011). Las hojas
de los vegetales verdes son mds susceptibles ya que la arquitectura de las mismas puede
influir en la supervivencia del patégeno, debido a la formacién de protuberancias y
depresiones en las hojas, ademds que tricomas y estomas e hidratos son estructuras que
secretan sustancias y permiten que se creen micrositios para la supervivencia del
microorganismo al incrementar la disponibilidad de alimento y agua, asi como una

temperatura mds estable y proteccion ante la luz UV (Melotto ez al. 2014).

Recientemente se ha estudiado como los virus entéricos patégenos principalmente el

HuNoV se adhiere a la superficie de los vegetales y la razén por la que tiene mayor
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afinidad a la lechuga que otros vegetales. Kokkinos et al. (2012) estudiaron la presencia
de virus entéricos en la cadena de suministro en vegetales de hoja verde, concluyendo
que la contaminacién por virus se produce principalmente en la superficie de los
cultivos agricolas (Seymour y Appleton, 2001). Se ha descubierto que la adsorcion de
virus a los vegetales varia segin la tensién y las propiedades de la superficie, donde
factores externos como, manipulacién, luz UV, lavado, procesamiento, distribucién y
empaque afectan la adherencia de los virus (Vega et al. 2008). En nuestro resultado
encontramos que el perejil al ser un vegetal mds expuesto a los factores mencionados
anteriormente es posible que el virus no pudiera adherirse a la superficie y esto influya

en encontrar menor cantidad copias gendmicas.

La contaminacién de la lechuga también puede deberse a la presencia de virus en los
biosodlidos, debido a los cortes abiertos y que los estomas pueden protegerse de la
desinfeccion (Wei et al. 2010). Se ha demostrado que las particulas recombinantes
(VLP) similares al virus de Norwalk, se unen a la superficie de la lechuga romana, lo
que sugiere la posibilidad de ligados especificos en la superficie de la hoja (Gandhi et

al. 2010).

La presencia de los virus en vegetales también puede deberse a la internalizacién y
diseminacion de HuNoV. Tal es el caso de la lechuga romana producida
hidropénicamente (Erin DiCaprio et al. 2012), donde utilizé el HuNoV GII.4 y un

modelo sustituto (MNV-1) y vieron que estos virus se internalizaron desde la raiz.

Se ha reportado que los genotipos de HuNoV tienen diferentes afinidades de union de
los receptores funcionales del virus a los antigenos del grupo hito-sanguineo (HBGA)
(Huang P et al. 2005; Hutson AM et al. 2002). Los HBGA son complejos de hidratos
de carbono que estdn presentes en la superficie de los eritrocitos, asi como en el epitelio
intestinal, habiendo tres familias principales de HBGA: Lewis, ABO y secretor, y cada
uno es especificamente reconocido por diferentes cepas de HuNoV. Aunado a esto,
diversos estudios han demostrado que el HuNoV se une a moléculas similares a HBGA

que existen en los productos frescos como lechuga, ardndanos y fresas (Gandhi KM et
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al. 2010; Tian P et al. 2007). Asi mismo se ha reportado que algunos de estos
carbohidratos son los andlogos de los receptores de HuNoV, como la glucosa y el
glucano, y son muy abundantes en vegetales y frutas, es por esto que es posible que
estas moléculas similares a HBGA puedan desempefiar un papel en la unién viral, la

internalizacién y la diseminacién (Tian P er al. 2007).

Ambrozi€ et al. (2011), nos mencionan que debido a la creciente incidencia de
infecciones viricas transmitidas por los alimentos el Comité sobre Higiene de los
Alimentos del Codex Alimentarius prepar6 un borrador internacional sobre un Cédigo

de Précticas de Higiene para el control de estos virus en los alimentos.

Actualmente solo existe un método validado para la deteccion de virus entéricos como
virus de Hepatitis A y Norovirus humano en alimentos, el cual fue publicado por el
Codex Alimentarius en el 2017. El método de validaciéon es el ISO 15216-1
(cuantitativo) e ISO 15216-2 (cualitativo), en el cual especifican un método para la
cuantificacion o deteccion de los niveles Hepatitis A y Norovirus del GI y GII, a
partir de productos alimenticios como: frutas blandas, superficies de vegetales y agua
embotellada), este método no estd validado para la detecciéon de virus en otras

matrices de alimentos. (CODEX 2017.)

Debido a la dificultad que presenta el poder detectar virus entéricos patdégenos en las
muestras de alimentos, se ha propuesto el uso de sustitutos o indicadores alternativos,
por lo cual, en nuestra investigacién utilizamos a los colifagos somadticos como
indicadores de contaminacion fecal, ya que comparten similitud con los virus entéricos
en cuanto a su morfologia, resistencia, persistencia en el medio ambiente y los

alimentos (Riou et al. 2007).

El uso de colifagos somdticos como indicadores de contaminacion fecal se ha explorado
debido a que pueden ser candidatos importantes para indicar una contaminacioén de
origen viral, dado a que poseen caracteristicas similares a los virus entéricos tanto de

origen humano, como animal; se les considera, ademds, organismos ambientales
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resistentes comparado con E. coli, ademds de simular los patrones de resistencia y

supervivencia a los virus entéricos (Endley et al. 2003).

El monitoreo de ciertos microorganismos indicadores es requerido por la ley en
diferentes lugares en el mundo para determinar la calidad del agua. En este sentido, el
uso de colifagos para el monitoreo de patégenos normalmente es utilizado para evaluar
la calidad del agua. Sin embargo, aunque los colifagos no son patégenos para los seres
humanos, Villamizar-G et al. (2005) han propuesto un limite permitido de colifagos de
0 / 100 ml para agua de bebida, basdndose en la incidencia y comportamiento de los
colifagos y virus entéricos en el ambiente, por lo que recomienda que, si las muestras
tienen presencia de colifagos, sean analizadas para la posible presencia de virus
entéricos patdgenos. Para la biisqueda de colifagos somaticos se utiliza la metodologia
propuesta por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA),
método 1602-EPA (2001), protocolo disefiado para cuantificar la presencia de colifagos

en muestras de agua.

En la actualidad, la mayoria de los estudios sobre la aplicaciéon de lo bacteriéfagos
como indicadores de contaminacién fecal estdn relacionados a estudios en calidad del
agua (Rezaeinejad et al. 2014). Sin embargo, existen otros reportes donde se utilizan
matrices de alimentos, como ostras, mariscos, pollo, productos avicolas y carnes, asi
como zanahoria para la deteccidon y potencial uso de los colifagos somdticos (Pillai,
2006). En este sentido, Bartz et al. (2017), utilizaron a los colifagos sométicos como
estdndares de calidad microbioldgica en muestras de melén, tomate, y chile jalapefio,
obteniendo dichos resultados por el uso de un sistema comercial el cual es una version

reducida del protocolo 1602, reportando resultados similares al de nosotros.

Para ver el grado de asociacién de los colifagos somaticos y HuNoV GII por cada tipo
de producto, en nuestro trabajo, utilizamos la correlacion de Spearman, para medir el
grado de asociacion entre los dos microorganismos, sin embargo, en base los resultados,
obtuvimos correlaciones medias entre ambos productos y esto se puede deber a que en

la literatura existe una polémica sobre el uso de colifagos como indicadores de
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contaminacion fecal, ya que Rezaeinejad et al. (2014) advierten que no siempre se
puede realizar una correlacion efectiva, pues en la actualidad existen discrepancias
sobre la vigilancia de virus entéricos o el monitoreo a través de colifagos como

microorganismos efectivos para la gestion de calidad del agua.

En la literatura las investigaciones sobre el uso de bacteriéfagos como microorganismos
de monitoreo de contaminacion fecal se basa en la bisqueda de colifagos de ARN
especificos (F-ARN), debido a que comparten similitud con los virus entéricos
patégenos (Jofre, 2007). Sin embargo, su deteccion resulta mds compleja, debido a que
los colifagos F-ARN infectan la célula huésped a través de la union a las fimbrias de
fertilidad (F) (Leclerc ef al. 2000). Las fimbrias solo pueden ser producidas por células
que llevan un pldsmido que codifica para este factor y solo cuando las células se
encuentren en la fase de crecimiento logaritmico a temperaturas superiores a 30°C

(Havelaar et al. 1986).

Debido a la dificultad que presenta la utilizacion de los colifagos F-RNA, nosotros
utilizamos a los colifagos somaéticos, ya que estos se encuentran en mayor abundancia y
comprenden una gran cantidad de fagos liticos. Ademas, su método de deteccién es mas
sencillo, debido a que inician la infeccion uniéndose a receptores especificos en la pared
celular de E. coli. El unico inconveniente es que existe potencial para una mayor
replicacion de colifagos somdticos fuera del intestino en ambientes acudticos y por ende

la correlacion podria verse afectada (Muniesa y Jofre, 2004).

Los factores ambientales, como las estaciones del afio, también pueden influir para una
correlacion no efectiva, debido a que los HuNoV se consideran virus eméticos del
invierno, por lo que su descarga serd mds elevada a diferencia de las otras estaciones
(Hathaway et al. 2010), ademas la correlacion puede verse afectada segin el método de
deteccion utilizado, donde Allwood et al. (2004) describe que el método de elucién del

virus influye en la deteccion de colifagos somaticos en muestras de vegetales verdes.
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Por lo tanto, el método que se realice para la correlacién podria afectar de manera o
positiva el andlisis. Por ejemplo, Allwood et al. (2004) demostré una correlacién por
tablas de contingencia entre los colifagos con muestras de vegetales que fueron
relacionadas a un brote por HuNoV en Estados Unidos. Goblick et al. (2011), asociaron
los colifagos F-ARN con cepas de HuNoV del GI y GII en ostras provenientes de aguas
residuales tratadas. El muestreo fue realizado durante seis semanas seguidas y después
una vez cada mes hasta completar 7 meses. Al evaluar la asociacion de la presencia de
virus con los colifagos F-ARN, mencionan que el mes donde hubo mayor presencia de

HuNoV correspondia a los meses de invierno.

En la actualidad, el control de la contaminacidn viral en los alimentos debe enfocarse
en la prevencion de la contaminacion (por ejemplo, medidas preventivas, tratamiento
de aguas residuales o manipulacion de los alimentos), en lugar de destruir al patégeno
mediante el uso de diversos procesos de inactivacién, ya que una vez que los
productos frescos estdn contaminados por estos virus, no existen medidas realistas de
control de riesgos posteriores a la cosecha, excepto la coccion, la cual no es una
opcion con los productos frescos listos para el consumo (FAO/OMS 2008; Newell et

al. 2010).

Debido a que nuestro pais hay muy poca informacion sobre la deteccion de HuNoV y
el uso de indicadores alternativos de contaminacion fecal, es esencial que exista una
gestion exhaustiva de la inocuidad de los alimentos para que puedan desarrollar
sistemas que permitan controlar los virus entéricos patégenos en puntos criticos a lo

largo de la cadena de suministro.

Por ultimo, nosotros concluimos que para mejorar la deteccion y monitoreo
microbiolégico y aumentar los conocimientos sobre la contribucién que tienen los
vegetales de hoja verde como vehiculos transmisores de virus entéricos, se necesitan

métodos sensibles, confiables y estandarizados.
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N

10.

10. CONCLUSIONES
El método del protocolo EPA-1602 de la Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos permitié detectar y cuantificar colifagos somdticos presentes en

lavados de vegetales verdes como lechuga Iceberg y perejil liso.

El perejil fue el vegetal con mayores cuentas de colifagos somaticos.

. Los colifagos somdticos se detectaron en las muestras de lechuga y perejil con

niveles de 0.855 +0.700 y 1.285 +0.977 log UFP / 100 ml, respectivamente.

No se mostraron diferencias significativas en los niveles de contaminacién por

colifagos somaticos en las muestras de lechuga y perejil.

El método molecular gPCR basado en SYBR Green, mostré ser mas sensible que el

método de PCR convencional para la detecciéon de HuNoV GIL.

Las muestras de lechuga mostraron mayor nimero de copias gendémicas (logl0 de
CG de ARN / g de muestra compuesta) de ARN de HuNoV GII siendo éstos de
3.493, en tanto que el perejil fue de 2.114

Debido a la falta de correlaciéon entre las copias gendmicas y las particulas
infecciosas, no se puede estimar el riesgo que representa el consumo de los vegetales

con los nimeros de copias gendmicas presentes.

Si hay diferencias significativas en los niveles de contaminaciéon por HuNoV GII en

las muestras de lechuga y perejil.

Existe correlacion media positiva (p=0.032) entre los colifagos somaticos y HuNoV

GII con las muestras de lechuga.

Existe correlacion media negativa (p=0.027) entre los colifagos somdticos y HuNoV

GII con las muestras de perejil.
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