ARTICULOS ORIGINALES

VEGETALES DE HOJAS COMO POTENCIALES TRANSMISORES DE NOROVIRUS EN LA CIUDAD

DE CORDOBA, ARGENTINA

LEAFY VEGETABLES AS POTENTIAL TRANSMITTERS OF NOROVIRUS IN CORDOBA CITY,

ARGENTINA

VEGETAIS DE FOLHA COMO POTENCIAIS TRANSMISSORES DE NOROVIRUS DA CIDADE DE

1- Mgter en Microbiologia con Orientacién en Investigacion
en Salud Humana. Universidad Nacional de Cérdoba. Facultad
de Ciencias Médicas. Escuela de Nutricion. Cétedra de
Microbiologia y Parasitologia; Argentina. E-mail de contacto:

laucolu@hotmail.com
Conceptos clave:

Los NoV constituyen un importante patégeno
causante de gastroenteritis por transmisién
alimentaria en el mundo y en todos los grupos
etarios. En Argentina los estudios de brotes son
escasos y no existia hasta el presente ningdn
estudio de contaminacion viral en vegetales
consumidos por humanos.

El presente trabajo, constituye el primer reporte
en nuestro pais de deteccién de NoV en vegetales
de hoja, alertando la necesidad de tomar medidas
de control, ya que la poblacién que los consume
estaria expuesta a un riesgo potencial.
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Resumen:

Introduccion: Los Norovirus (NoV) constituyen un género dentro de la familia viral
Caliciviridae, siendo el principal causante de brotes de origen alimentario entre humanos.
Los vegetales frescos son susceptibles de ser contaminados con estos patégenos durante
su cultivo, cosecha, transporte, procesamiento y manipulacién. Por lo que se pretendié
determinar la frecuencia de deteccién de NoV en muestras vegetales de hojas de la Ciudad
de Cérdoba, y adaptar un método de concentracion viral con polietilenglicol para la
recuperacion de particulas virales de la superficie de vegetales y caracterizar los
genogrupos de NoV detectados.

Métodos: Se tomaron 19 muestras de vegetales de hoja entre junio y diciembre de 2012.
Se aplic6 unatécnica de concentracion viral validada previamente en el laboratorio (elucion
y precipitacion con polietilenglicol). A los concentrados de las muestras se les extrajo el
ARN viral utilizando Trizol y precipitacién con alcohol isopropilico. Se amplificé el acido
nucleico por Rt-PCR con primers especificos para identificar genogrupos | (GI) y Il (Gll).
Los productos de la amplificacion fueron revelados por electroforesis en geles de
poliacrilamida y tincién argéntica.

Resultados: Se encontraron 57,89% muestras positivas. Diez de las de cepas detectadas
pertenecieron al genogrupo | (Gl) y una al genogrupo Il (Gll). Se identificaron a lo largo de
todo el periodo estudio, particularmente durante los meses de agosto, septiembre y
noviembre.

Conclusioén: Se detecté a estos patdégenos con una prevalencia de 57,89 %. Las cepas
pertenecieron mayoritariamente al Gl, representando un riesgo potencial para la poblacion.

Palabras clave: norovirus; vegetales; alimentos; brote.
Abstract:

Introduction: The Norovirus (NoV) constitute a genus within the viral family Caliciviridae,
being the main cause of outbreaks of food origin among humans. Fresh vegetables are
susceptible to being contaminated with these pathogens during their cultivation, harvest,
transport, processing and handling. So it was intended to determine the frequency of
detection of NoV in plant samples of leaves of the City of Cérdoba, and adapt a method of
viral concentration with polyethylene glycol for the recovery of viral particles from the
surface of vegetables and characterize the genogroups of NoV detected.

Methods: 19 samples of leafy vegetables were taken between June and December 2012.
A viral concentration technique previously validated in the laboratory was applied (elution
and precipitation with polyethylene glycol). The viral RNA was extracted to the concentrates
of the samples using Trizol and precipitation with isopropyl alcohol. The nucleic acid was
amplified by Rt-PCR with specific primers to identify genogroups | (Gl) and Il (GlI). The
products of the amplification were revealed by polyacrylamide gel electrophoresis and
silver staining.

Results: We found 57.89% positive samples. Ten of the detected strains belonged to
genogroup | (Gl) and one to genogroup Il (Gll). They were identified throughout the study
period, particularly during the months of August, September and November.

Conclusion: These pathogens were detected with a prevalence of 57.89%. The strains
belonged mainly to the GlI, representing a potential risk for the population.

Keywords: norovirus; vegetables; food; sprout.
Resumo

Introducé&o: Os Norovirus (NoV) constituem um género dentro da familia viral Caliciviridae, sendo
a principal causa de surtos de origem alimentar nos humanos. Os vegetais frescos sédo
susceptiveis a serem contaminados com estes patégenos durante seu cultivo, colheita,
transporte, processamento e manipulacdo. O objetivo foi determinar a frequéncia de detecgéo
de NoV em amostras de vegetais de folha da cidade de Cérdoba, adaptando um método de
concentrac&o viral com polietilenoglicol para a recuperacéo de particulas virais da superficie de
vegetais e caracterizar os genogrupos de NoV detectados.

Métodos: Colheram-se dezenove amostras de vegetais de folha entre junho e dezembro de
2012. Aplicou-se uma técnica de concentragéo viral validada com antecedéncia no laboratério
(eluicéo e precipitacdo com polietilenoglicol). Extraiu-se o RNA viral com Trizol e precipitacdo
com &lcool isopropilico dos concentrados das amostras. Amplificou-se o &cido nucleico por RT-
PCR com primers especificos para identificar genogrupos | (Gl) e Il (Gll). Os produtos da
amplificagdo revelaram-se por electroforese em géis de poliacrilamida e tingéo argirica.
Resultados: Encontraram-se 57.89% de amostras positivas. Dez cepas pertenceram ao
genogrupo | (Gl) e uma ao genogrupo GlI (GlI). Identificaram-se ao longo de todo o periodo de
estudo; especialmente durante os meses de agosto, setembro e novembro.

Conclusao: A prevaléncia deste patdégeno foi de 57.89%. A maioria das cepas pertenceu ao Gl,
representando um risco potencial para a populacéo.

Palavras chave: Norovirus; vegetais; alimentos, surto.

Palavras-chave: Norovirus; vegetais; alimentos, surto
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NOROVIRUS EN VEGETALES DE HOJAS

Introduccion

Los Norovirus (NoV) son agentes causales de brotes epidémicos por
gastroenteritis en individuos de todas las edades, siendo
responsables de mas del 90% de las mismas por causa no bacteriana
en todo el mundo®.

Estos agentes constituyen un género dentro de la familia viral
Caliciviridae. Son virus de genoma ARN de sentido positivo, de
cadena simple y no envueltos, de 27 a 32 nm de tamafio y poseen
una capside icosaedrica®.

Los NoV pueden causar la contaminacién de frutas y verduras y
transmitirse a un gran nimero de consumidores, causando de este
modo un brote por transmisién alimentaria.

En el afio 2008, el Centers of Diseases Control and Prevention (CDC)
report6 a los NoV como los agentes mas frecuentes y confirmado por
laboratorio como Unico patégeno causal en el 49 % de 479 brotes
registrados en ese afio. Los brotes ocurren particularmente en
establecimientos de salud, educacion, geriatricos, militares y en otras
instituciones donde la transmision se ve facilitada por la presencia de
un gran namero de individuos en estrecho contacto®.

Los vegetales frescos son susceptibles de ser contaminados con
estos patogenos durante su cultivo al tomar contacto con el agua de
riego contaminada o fertilizante organico, posterior cosecha,
transporte, procesamiento y manipulacién. Como la mayoria de estos
vegetales se consumen crudos, se observé en estudios en paises en
desarrollo un incremento en el nimero de brotes alimentarios
asociados al consumo de los mismos“9.

El consumo de vegetales frescos es promovido como parte de una
dieta saludable para la poblacién, sin embargo ésto podria suponer
un riesgo potencial para la salud publica, ya que una amplia variedad
de vegetales de hoja se consumen crudos.

Si bien en paises altamente desarrollados se cuenta con datos
importantes acerca de las transmisiones de enfermedades viricas a
través de alimentos®®, en nuestro pais no se cuanta con informacion
al respecto. Estd claro que hasta el momento no se estd en
condiciones de valorar el posible impacto en salud de la transmisién
alimentaria de virus en nuestra region y es imperiosamente necesario
el comienzo de estudios en este ambito. El presente constituye el
primer reporte en nuestro pais sobre la presencia de estos agentes
virales en alimentos.

Objetivos

-Determinar la frecuencia de deteccion de NoV en muestras de
alimentos (vegetales de hojas) comercializados en un puesto
mayorista del mercado de abasto de la Ciudad de Cérdoba.
-Implementar un método de concentracion viral con polietilenglicol
para la recuperacion de particulas virales. Caracterizar los

genogrupos de NoV involucrados en la contaminacion de las
verduras estudiadas.

Métodos

Se recolectaron 19 muestras de vegetales de hoja (lechuga, lechuga
colorada, acelga, achicoria, rdcula y espinaca), de aproximadamente
800 a 1000 gr cada una, de un mismo proveedor del Mercado de
Abasto de la ciudad de Cérdoba seleccionado al azar. El muestreo
se realiz6 entre junio y diciembre de 2012 con frecuencia quincenal.
Se aplicé una técnica de concentracion viral validada previamente en
el laboratorio, con ligeras modificaciones®.

Brevemente, las particulas contenidas en 1,5 litros de buffer de
lavado de muestra fueron concentradas cien veces en un volumen
final de 15 ml mediante centrifugacién-elusiéon con polietilenglicol.
La extraccion del acido nucleico se realizdé con Trizol-cloroformo y
posterior precipitacion en alcohol isopropilico, partiendo de 400 pL de
concentrado de la muestra®.

El ARN extraido se desnaturalizé a 97°C durante 7 minutos y se
someti6 a retrotranscripcion con random primers. La deteccion
especifica de NoV se realizé por semi-nested PCR utilizando primers
dirigidos a la region A del gen de la polimerasa viral. La primera
reaccion detecta los genogrupos | y Il de NoV obteniéndose un
producto de 327 pb, mientras que las dos segundas reacciones por
separado diferencian los genogrupos | (187 pb) y Il (236 pb)©,

Los amplicones fueron revelados mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida y tincion con plata®?.

Los datos se analizaron mediante determinacion de frecuencias de
deteccion segln las variables estacionales y especie del vegetal.

Comités de ética

La investigacion se ha realizado con muestras ambientales, no
incluye muestras humanas, por lo tanto no fue necesaria la obtencién
de consentimientos y revisién por un Comité de Etica, segin los
principios de la Declaracion de Helsinki.

Resultados

Del total de 19 muestras analizadas, 11 de ellas resultaron positivas
para NoV (57,89 %). Se observd que, de las seis especies de
vegetales de hoja estudiados, se detectaron muestras positivas en
cinco de ellas (lechuga, acelga, achicoria, espinaca y rdcula).
Sorprendentemente, cuatro de ellas se consumen crudas. Diez de las
cepas detectadas pertenecieron al Gl y una al Gll. (Tabla 1).

Se observé presencia de NoV intermitentemente durante todo el
periodo estudiado, principalmente en los meses de agosto,
septiembre y noviembre. (Figura 1).

Tabla N° 1: Resultados por distintos protocolos de RT-PCR de las muestras analizadas

N° de Muestras Tipo de vegetal

Mes que se adquirié y cosechd

Resultados por Rt-PCR
(Vennema et al 2002)

RdRP
1 Lechuga 12/6/2012 -
2 Lechuga 27/6/2012 -
3 Espinaca 8/8/2012 -
4 Lechuga 15/8/2012 -
5 Achicoria 15/8/2012 Gl
6 Rucula 22/8/2012 ]|
7 Espinaca 22/8/2012 Gl
8 Acelga 5/9/2012 Gl
9 Lechuga 5/9/2012 Gl
10 Rucula 12/9/2012 Gl
11 Espinaca 12/9/2012 -
12 Acelga 3/10/2012 ]|
13 Lechuga 3/10/2012 -
14 Acelga 24/10/2012 -
15 Lechuga colorada 24/10/2012 -
16 Lechuga 15/11/2012 Gl/ GlI
17 Acelga 15/11/2012 Gl
18 Achicoria 28/11/2012 Gl
19 Acelga 28/11/2012 Gl

Resultados de RT-PCR de las muestras analizadas.
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Figura N° 1. Distribucién de muestras positivas y negativas segin mes del afio en el periodo estudiado (junio-noviembre 2012)

Discusioén

En la actualidad, y en paises con un alto grado de desarrollo, las
infecciones alimentarias de origen viral constituyen una preocupacion
mayor tanto para el sector de alimentos como para el ambito de la
salud. Los patdgenos virales implicados son esencialmente los virus
entéricos que constituyen un conjunto de virus transmisibles al
humano via los alimentos contaminados, agua y contactos
interpersonales™®?.

En el plano epidemioldgico, los norovirus son corrientemente
reportados entre los casos de gastroenteritis no bacteriana. En el
mundo entero, tanto en paises en vias de desarrollo como
desarrollados, causan enfermedad moderada a severa afectando
todas las edades, con una gran carga entre los nifios: 9 millones de
hospitalizaciones y 2 millones de muertes por afio entre los menores
de cinco afios en paises en vias de desarrollo y alrededor de 500 mil
hospitalizaciones por afio en paises desarrollados para el mismo
grupo etario314,

En Estados Unidos, serian responsables del 58% de los casos
anuales de enfermedades transmitidas por alimentos con pérdidas
economicas estimadas en 3,7 mil millones de délares por afio®,
Desde hace mas de una década, han sido reportados brotes
epidémicos de diversa severidad en Canada®®, y en numerosos
paises europeos®”. Los datos mas recientes dan cuenta de un
aumento de las incidencias en Gran Bretafia®®, Paises Bajos®?,
Japon®?, en Francia, Australia y Nueva Zelanda®®. En los paises de
Ameérica del Sur, no existen programas de eliminacion y control de
las gastroenteritis producidas por norovirus, por lo tanto los datos son
escasos y dispersos. Los rangos de prevalencia reportados en estos
paises son: Brasil: 14,5%, Venezuela: 16,76%, Chile: 17,4%,
Argentina: 24% y Colombia: 32%@.

Los datos en Argentina, si bien son escasos, adquieren relevancia,
ya que dan cuenta de la existencia de brotes de gastroenteritis por
causa de norovirus en nuestro pais®*?), y la posible subestimacion
que exista de la prevalencia de esta patologia. Asimismo, no se
cuenta al presente en Argentina con reportes acerca de monitoreo
viral en diferentes matrices alimentarias, lo cual resulta fundamental
a fin de perfeccionar técnicas sensibles y especificas para establecer
potenciales fuentes de contaminacién y estimar el riesgo al que la
poblacién que consume dichos alimentos esta expuesta.

Se planted realizar un estudio de deteccion de NoV en verduras de
hoja comercializadas en el mercado de abasto de nuestra ciudad.
Sorprendentemente, los resultados arrojaron una prevalencia de
57,89% (11/19), la més alta frente a otros reportes recientes que dan
cuenta de una prevalencia del 11,9% en Francia®, 10% en
Espafna®, 28,2% en Canada y 33,3% en Bélgica”. Si bien estos
estudios difieren en la metodologia empleada para el muestreo y
deteccion entre si, constituyen los escasos reportes con los que se
cuenta para establecer una comparacién preliminar. Cuatro de las
seis variedades de vegetales estudiados, se consumen crudos como
lechuga, achicoria, espinaca y rdcula, mientras que la restante fue

acelga, que generalmente se consume cocida, si bien como todo
alimento es manipulado en la cocina y puede entrar en contacto con
utensilios y demdas superficies contaminadas. En cuanto a la
estacionalidad de las muestras analizadas (Figura 1), se han
encontrado especimenes positivos durante los meses frios como
célidos (junio, agosto, septiembre y noviembre), y no se ha podido
advertir un Gnico patron estacional con picos elevados en invierno
como sucede en los muestreos clinicos, sino que similarmente a
otros reportes en muestras ambientales, los hallazgos positivos
parecerian suceder a lo largo del afio y con algin pico primaveral. En
el presente trabajo, la mayoria (10/19) de muestras positivas
resultaron pertenecer al Gl, mientras que tan soélo una, resulto
positiva para Gll. Este hallazgo a priori llama la atencién debido a que
se conoce que la mayoria de las cepas que circulan en humanos
pertenecen al Gll y que Gl se encuentra en menor proporcion en
muestras clinicas. Dependiendo del afio, cerca del 75 al 95 % de los
brotes de NoV del mundo son debidos a virus Gll y del 5 al 25 % se
deben a virus GI, mientras que muy rara vez se han identificado virus
GIV. Sin embargo, se ha evidenciado que cepas pertenecientes al
genotipo Gll.4 estarian implicadas en los casos de contaminacion de
persona a persona, mientras que cepas del genogrupo Gl estarian
mas bien ligadas a productos de mar y vegetales frescos®.

Conclusiones

En este primer estudio realizado en Argentina, se detect6 NoV en
vegetales de hojas que se comercializan en la ciudad de Cérdoba
con una frecuencia de deteccion del 57,91%.

Las cepas detectadas pertenecen mayoritariamente al Gl,
coincidiendo con otros reportes de NoV en alimentos, mientras que
tan solo una cepa result6 pertenecer al genogrupo Il (Gll).

La alta frecuencia de deteccién de NoV en vegetales de hojas pone
de manifiesto el riesgo potencial al que la poblacién que los consume
esté expuesta.

Se sugiere continuar con estos estudios, particularmente aplicando
técnicas de cuantificacion a fin de realizar célculos de riesgo de
infeccién; como asi también secuenciar las cepas detectadas y
compararlas con aquellas cepas de muestras clinicas de individuos
afectados.
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