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RESUMEN 

Los virus entéricos como norovirus, rotavirus, astrovirus y enterovirus, pueden 

introducirse accidentalmente en diferentes pasos en la cadena de producción vegetal, 

siendo el riego de cultivos un posible vehículo de contaminación. Estos virus pueden 

ingresar a las aguas superficiales a través de la descarga de aguas residuales tratadas, 

insuficientemente tratadas o no tratadas. En este punto, la contaminación microbiológica 

cobra cada vez más relevancia, particularmente en nuestro país, debido a que en las 

últimas décadas se ha incrementado la fragilidad de los sistemas hídricos, reflejado en las 

dificultades para la evacuación de aguas residuales, las que muchas veces son vertidas en 

matrices acuosas superficiales utilizadas para riego. La situación planteada genera un 

escenario epidemiológico de transmisión viral en el que participan aguas contaminadas 

utilizadas para riego y alimentos asociados al riego, situación que finalmente impacta en 

la salud de la población expuesta. Este escenario de transmisión viral también genera un 

nuevo desafío referido a estimar la magnitud del riesgo de infección viral por consumo de 

alimentos. Así, las verduras de hoja verde, componentes importantes de las dietas 

cotidianas, podrían ser uno de los principales alimentos involucrados en la transmisión de 

virus entéricos, ya que se consumen crudos y generalmente sin un procedimiento 

exhaustivo de lavado o descontaminación. 

Con el objeto de conocer la calidad virológica de verduras de hojas verdes, inferir 

posibles fuentes de contaminación y evaluar el riesgo de transmisión alimentaria de virus 

entéricos a población expuesta se analizaron unidades de producción primaria de 

verduras y sus correspondientes aguas de irrigación en el cinturón verde de la ciudad de 

Córdoba, Argentina. 

Como producto del desarrollo de este trabajo de tesis doctoral se arribaron a las 

siguientes conclusiones. 

Se logró la optimización de una técnica para eluir y concentrar virus a partir de 

matrices acuosas y verduras que arrojó valores aceptables de recuperación viral y de 

detección de carga genómica inicial en las matrices analizadas. 

La detección de genomas de norovirus, rotavirus, astrovirus humanos y 

enterovirus infectivo en las aguas de riego y en las verduras de hoja analizadas sugiere 
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que la contaminación de estas matrices se produjo durante todo el período estudiado en 

las dos unidades productivas analizadas del cinturón verde de Córdoba. Basados en la 

simultaneidad de detección de virus entéricos, en los perfiles genotípicos identificados y 

en el análisis filogenético de cepas de norovirus en el agua de riego y en las verduras, es 

posible sugerir que las aguas son la fuente de contaminación de las verduras durante la 

fase de producción. 

La presencia de enterovirus infectivo en las muestras estudiadas indica 

condiciones adecuadas de matriz para mantener la infectividad de los otros virus 

analizados por detección genómica. Sumado a esto la detección de enterovirus humano 

refleja que la contaminación fecal es de origen humano. 

La probabilidad media diaria de infección con rotavirus por consumir vegetales 

crudos lavados, varía en función del lugar de origen de los vegetales, la concentración y 

prevalencia del virus en estas matrices alimenticias, reflejando la necesidad de un 

abordaje local de la situación. El valor medio de probabilidad de infección por consumo 

de verduras producidas en el cinturón verde de la provincia de Córdoba resultó > al 50%. 

La presencia de genomas virales y partículas infecciosas en alimentos que, en 

general, no sufren ningún tratamiento antes del consumo, destacan a estos cultivos como 

potenciales fuentes de transmisión de virus entéricos a población expuesta. 

Estos resultados son los primeros datos para Argentina y desafían a estudios 

futuros en distintas áreas productivas. 
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ABSTRACT 

Enteric viruses such as norovirus, rotavirus, astrovirus and enterovirus, can be 

accidentally introduced in different steps in the vegetable production chain, being the 

irrigation of crops one of the main vehicles of contamination. These viruses can enter to 

surface waters through the discharge of treated, insufficiently treated or untreated 

wastewater. At this point, microbiological contamination is becoming increasingly 

important, particularly in our country, because in recent decades the fragility of water 

systems has increased, reflected in the difficulties for wastewater evacuation, which 

many times they are shed into surface aqueous matrices used for irrigation. The situation 

raised generates an epidemiological scenario of viral transmission in which contaminated 

water used for irrigation and food associated with irrigation participate, a situation that 

ultimately impacts the health of the exposed population. This scenario of viral 

transmission also generates a new challenge related to estimating the magnitude of the 

risk of viral infection due to food consumption. Thus, green leafy vegetables, important 

components of daily diets, could be one of the main foods involved in the transmission of 

enteric viruses, since they are eaten raw and generally without a thorough washing or 

decontamination procedure. 

In order to know the virological quality of green leafy vegetables, infer possible 

sources of contamination and assess the risk of food transmission of enteric viruses to 

exposed population, primary vegetable production units and their corresponding 

irrigation waters were analyzed in the green belt from the city of Córdoba, Argentina. 

As a result of the development of this doctoral thesis work, the following 

conclusions were reached. 

The optimization of a technique to elute and concentrate viruses from aqueous 

matrices and vegetables that yielded acceptable values of viral recovery and initial 

genomic load detection in the analyzed matrices was achieved. 

The detection of norovirus, rotavirus and human astrovirus genomes and infective 

enterovirus in the irrigated waters and in the leafy vegetables analyzed suggests that the 

contamination of these matrices occurred during the entire period studied in the two 

productive units analyzed in the green belt of Córdoba. Based on the simultaneity of 
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detection of enteric viruses, on the genotypic profiles identified and on the phylogenetic 

analysis of norovirus strains in irrigation water and on vegetables, it is possible to suggest 

that water is the source of contamination of vegetables during production phase. 

The presence of infective enterovirus in the samples studied indicates adequate 

matrix conditions to maintain the infectivity of the other viruses analyzed by genomic 

detection. In addition to this, the detection of human enteroviruses reflects that fecal 

contamination is of human origin. 

The average daily probability of infection with rotavirus by consuming washed raw 

vegetables varies depending on the place of origin of the vegetables, the concentration 

and prevalence of the virus in these food matrices, reflecting the need for a local 

approach to the situation. The average probability of infection due to consumption of 

vegetables produced in the green belt of the province of Córdoba was> 50%. 

The presence of viral genomes and infectious particles in foods that, in general, do 

not undergo any treatment before consumption, highlight these crops as potential 

sources of enteric virus transmission to the exposed population. 

These results are the first data for Argentina and challenge future studies in 

different productive areas. 
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ABREVIATURAS UTILIZADAS EN ESTA TESIS 
 

°C grados centígrados 
µL microlitro 
µg microgramo 
ADNc Ácido Desoxirribonucleico copia 
ARN Ácido Ribonucleico  
ARNdc Ácido Ribonucleico doble cadena 
ARNsc Ácido Ribonucleico simple cadena 
CCID50 del inglés 50% Cell Culture Infectious Dose 
cg copias genómicas 
cm centímetro 
EH estación húmeda 
ES estación seca 
EV enterovirus 
g gramo 
HAstV astrovirus humanos 
h hora 
iEV enterovirus infectivo 
km2 kilómetros cuadrados 
L litro 
m metro 
m3 metros cúbicos 
min minuto 
mL mililitro 
nm nanómetro 
nt nucleótidos 
NMP número más probable 
NoV norovirus 
OMS Organización Mundial de la Salud 
ORF del inglés Open Reading Frame 
p/v peso / volumen 
pb pares de bases 
PBS del inglés Phosphate Buffered Saline 
PCR del inglés Polymerase Chain Reaction 
PEG polietilenglicol 
ppm partes por millón 
QMRA del inglés Quantitative Microbiological Risk Assessment 
q-RT-PCR del inglés quantitative Reverse Transcription of Polymerase Chain 

Reaction 
RASFF Sistema de Alerta Rápida para Alimentos y Piensos 
rpm revoluciones por minuto 
RV rotavirus 
RVA rotavirus grupo A 
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seg segundo 
U unidades 
UE Unión Europea 
USA United States of America 
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Virus gastroentéricos y escenario epidemiológico 
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1. INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades infecciosas transmitidas por alimentos constituyen un problema 

creciente de salud pública en todo el mundo. La manifestación clínica más frecuente es la 

diarrea, afectando principalmente a niños, mujeres embarazadas y ancianos. Según la 

Organización Mundial de la Salud (OMS), la incidencia anual de diarrea en el mundo es de 

1.500 millones de casos, con una mortalidad de 3 millones de niños menores de 5 años de 

edad. Se estima que el 70% de las diarreas se originan por la ingestión de alimentos 

contaminados con microorganismos y/o sus toxinas (WHO, 2006). En Argentina los datos 

publicados de gastroenteritis por transmisión alimentaria son muy escasos (Di Pietro et 

al., 2004) y solo hay reportado un brote asociado a virus (Gomes et al., 2007). 

Recientemente se ha dado a conocer a través de medios de difusión general, un brote 

producido por norovirus que afectó en 30 días a aproximadamente 1200 estudiantes que 

estaban de viaje de egresados en la localidad de Bariloche, provincia de Río Negro (REC, 

2019). 

Al presente se han identificado alrededor de 250 agentes causantes de 

enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), entre los que se incluyen bacterias, 

virus, hongos, parásitos, priones, toxinas, metales y químicos. Entre los patógenos, los 

virus genéricamente llamados entéricos, en particular los norovirus, pero también otros 

como los rotavirus y enterovirus, y con menor frecuencia los astrovirus, son los 

principales agentes etiológicos asociados a ETA, tanto en países desarrollados como en 

vías de desarrollo (Fleet et al., 2000; Koopmans and Duizer, 2004; Parada-Fabian et al., 

2016; Widdowson et al., 2005). A continuación se describen las principales características 

de los grupos virales más relevantes asociados a ETAs. 

 

2. NOROVIRUS 

2.1. CLASIFICACIÓN 

La familia Caliciviridae está conformada por los géneros Norovirus (NoV), 

Sapovirus, Nebovirus, Lagovirus y Vesivirus (ICTV, 2017). Dentro de esta familia los 

principales patógenos humanos son norovirus y sapovirus, los virus agrupados en los 
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otros géneros están asociados a infecciones en un amplio rango de animales que incluyen 

mamíferos no humanos, peces, reptiles e insectos. 

2.2. ESTRUCTURA 

Los norovirus son viriones no envueltos de entre 38 y 40 nm de diámetro, de 

estructura icosaédrica. La cápside viral contiene 90 dímeros de la proteína VP1 y algunas 

copias de la proteína VP2. VP1 tiene dos dominios en su estructura: uno de escudo (S) 

que rodea al ARN viral; y otro protuberante (P) que contiene los sitios de especificidad 

antigénica y cuya variabilidad confiere las diferencias entre cepas. VP2 está ubicada en el 

interior de la partícula y muy probablemente esté involucrada en el ensamblaje de la 

cápside y la encapsidación del genoma (Vongpunsawad et al., 2013). La proteína VP1 

además, tiene la capacidad de auto ensamblarse para formar partículas similares al virus, 

en un proceso eficiente que no requiere ARN ni de la proteína menor de la cápside VP2 

(Figura 1). De esta manera con 30 dímeros de VP1 se forman partículas similares al virus, 

de tamaño más pequeño y no infectivas (23 nm). 

 

 

Figura 1. Esquema del virión. (Adaptado de Viralzone: https://viralzone.expasy.org/) 

 

El material genético de NoV está organizado en una simple hebra de ARN de 

polaridad positiva de entre 7,3 y 8,5 kb. En su extremo 5´ se encuentra unido a una 

proteína VPg (proteína de unión al genoma) que lo liga covalentemente a las proteínas de 

https://viralzone.expasy.org/
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la cápside y en el extremo 3´ terminal se encuentra poliadenilado (Figura 2 A). Las 

proteínas no estructurales se codifican a partir del extremo 5´ del genoma y las 

estructurales hacia el extremo 3´. Dos regiones conservadas (CR) se encuentran a lo largo 

del genoma y sirven como plantilla para la traducción de las proteínas estructurales y no 

estructurales. Presenta tres marcos de lectura abiertos ORF1, ORF2 y ORF3 (ORF, del 

inglés open reading frame) (Figura 2 B). El ORF1 codifica una poliproteína que se escinde 

después de la traducción en siete proteínas maduras no estructurales (NS1 a NS7) que 

están involucradas en la replicación viral. El ORF2 codifica la proteína estructural principal 

(VP1) de aproximadamente 60,000 Da, y el ORF3 codifica una proteína estructural menor 

(VP2) de entre 12.000 y 29.000 Da (Figura 2 C) (Bull et al., 2005; Glass et al., 2000; Green, 

2013; Prasad et al., 1999). 

 

 

Figura 2. Estructura genómica de NoV: A: ARN de sentido positivo unido covalentemente 

a la proteína (VPg) en el extremo 5’ y poliadenilado en el extremo 3’. B: Organización 

genómica de los marcos de lectura. C: Organización de la poliproteína codificada en ORF1 

y proteínas estructurales. 

 

A excepción de las cepas murinas, los norovirus no replican en líneas celulares, lo 

que impide su clasificación en distintos serotipos. Por lo tanto, la clasificación de los 

norovirus se basa en técnicas de biología molecular, que han permitido su organización 

en 10 genogrupos (GI a GX), en base a la agrupación filogenética de la secuencia completa 

de aminoácidos de la proteína VP1. A su vez, cada genogrupo agrupa numerosos 
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genotipos. Hasta la fecha, 9 genotipos de cápside han sido reconocidos en GI y 27 en GII 

(Chhabra et al., 2019). El genogrupo GIV incluye 2 genotipos, de los cuales GIV.1 se ha 

detectado en infecciones en humanos y GIV.2 en especies felinas y caninas. Los 

genogrupos GI y GII son responsables de la mayoría de las enfermedades diarreicas en 

humanos, asociados a brotes y a la circulación endémica del virus (Vinje, 2015). 

 

2.3. EPIDEMIOLOGIA  

NoV es reconocido como una de las principales causas de casos esporádicos y 

brotes de gastroenteritis aguda infecciosa en todos los grupos de edad. Representa más 

del 90% de las gastroenteritis epidémicas víricas en todo el mundo y un 17% de los casos 

esporádicos de gastroenteritis aguda en países en desarrollo (Nguyen et al., 2017). Al 

presente es considerado como la segunda causa más importante (después de rotavirus) 

de gastroenteritis grave en bebés y niños pequeños en todo el mundo. Sin embargo, cabe 

destacar que en los países que han introducido la vacuna anti-rotavírica, NoV ha 

emergido como la causa principal de hospitalización por gastroenteritis aguda infecciosa 

en la población pediátrica (O'Ryan et al., 2017). 

NoV se propaga mediante diversas vías de transmisión, las principales son el 

contacto de persona a persona y a través de alimentos o agua contaminados, 

representando la etiología más frecuente de brotes de gastroenteritis asociada al 

consumo de agua y alimentos en todos los grupos etarios (Figura 3) (Aboubakr and Goyal, 

2019). La respuesta inmune a la infección por NoV es pobre y de corta duración, por lo 

que es frecuente la reinfección con la misma variante viral (Kroneman et al., 2008; Moore 

et al., 2015). 

 

88%

10%

1% 1%

Persona a Persona

Alimentos

Agua

Desconocido

Figura 3. Vías de transmisión 

informadas a partir de 5.036 

brotes de NoV que se 

produjeron en Europa durante el 

período comprendido entre 

2001 y 2006 (Aboubakr and 

Goyal, 2019). 
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El control de brotes producidos por NoV se basa en la prevención de la 

propagación del virus a otras áreas por parte de personas enfermas (que son altas 

excretoras del virus), el lavado frecuente de manos y la descontaminación ambiental 

efectiva. En matrices ambientales y fómites NoV es resistente a detergentes o limpieza a 

base de etanol, por lo que se requiere una desinfección química adicional, como 

hipoclorito de sodio o limpiadores a base de peróxido de hidrógeno ó fenoles (Division of 

Viral Diseases and National Center for Immunization Respiratory Diseases, 2011). Se debe 

prestar especial atención al procesamiento higiénico de los alimentos debido a la 

frecuente aparición de brotes de origen alimentario (Moore et al., 2015). 

La diversidad de cepas y rápida evolución de los NoVs presentan un desafío 

constante en el manejo de la enfermedad y en el desarrollo de vacunas. Sumado a esto, al 

presente, no se dispone de un sistema celular in vitro permisivo para la replicación viral, 

lo que imposibilita determinar el rango de diversidad serotípica de las cepas circulantes. 

 

3. ROTAVIRUS 

3.1. CLASIFICACIÓN 

Rotavirus (RV) integra uno de los once géneros dentro de la familia Reoviridae, 

que incluye patógenos humanos, animales y de plantas (Géneros: Orthoreovirus, 

Orbivirus, Rotavirus, Coltivirus, Seadornavirus, Aquareovirus, Cypovirus, Entomoreovirus, 

Phytoreovirus, Fijivirus y Oryzavirus) (ICTV, 2017). 

A su vez, el género Rotavirus incluye 10 especies o grupos virales denominados 

con letras de la A a la J (RVA-RVJ) que se clasifican en base a las diferencias antigénicas de 

la proteína viral más abundante (VP6) (Crawford et al., 2017). Los grupos A, B, C y H han 

sido aislados tanto en humanos como en animales, mientras que los grupos D, E, F y G 

sólo en animales (Matthijnssens and Van Ranst, 2012). Es ampliamente reconocido a nivel 

mundial que más del 90% de las infecciones por RV en humanos son causadas por 

rotavirus del grupo A (RVA). 
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3.2. ESTRUCTURA 

Visualizado al microscopio electrónico, rotavirus (del Latín rota: rueda) tiene una 

apariencia característica similar a una rueda de rayos cortos (Figura 4 A). Son virus 

desnudos, de simetría icosaédrica, de aproximadamente 100 nm de diámetro, incluyendo 

espículas. La información genética viral está contenida en 11 segmentos de ARN doble 

cadena (ARNdc), rodeados por tres cápsides proteicas concéntricas: la externa, la media y 

la interna o core (Figura 4 B) (Estes and Greenberg, 2013). 

 

Figura 4. A. Microscopía electrónica de rotavirus. Tinción negativa con acetato de uranilo. 

(Laboratorio de Gastroenteritis Virales. Instituto de Virología “Dr. J. M. Vanella”. Facultad 

de Ciencias Médicas. Universidad Nacional de Córdoba, 2001). B. Diagrama esquemático 

de una partícula de rotavirus compuesta por sus tres cápsides concéntricas (Adaptado de 

ViralZone: https://viralzone.expasy.org/) 

 

Al microscopio electrónico se pueden observar tres tipos de partículas. Las 

partículas infecciosas completas (viriones) o también llamadas de triple capa con un 

diámetro de 100 nm, tamaño relativamente grande para un virus icosaédrico no envuelto; 

las partículas de doble capa no infecciosas, que carecen de la capa externa y se describen 

como partículas rugosas porque en su periferia muestran subunidades triméricas 

proyectadas desde la cápside interna; y las partículas de una sola capa que se ven con 

poca frecuencia y por lo general, carecen de ARN genómico y se agregan. En una muestra 

de materia fecal de un individuo infectado es posible observar las tres estructuras virales 

y por lo tanto las distintas morfologías de partícula (McClain et al., 2010). 

https://viralzone.expasy.org/
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3.3. GENOMA Y PROTEINAS VIRALES 

3.3.1. Genoma viral 

El genoma de RV lleva la información en 11 segmentos génicos que segregan 

independientemente y pueden ser resueltos por electroforesis en geles de poliacrilamida, 

en un patrón diferencial de bandas denominado electroferotipo. En la mayoría de los 

casos, el patrón electroforético está compuesto por cuatro segmentos de ARNdc de alto 

peso molecular (segmentos 1 al 4), dos segmentos medianos (5 y 6), un triplete distintivo 

de los segmentos (7 a 9) y dos segmentos más pequeños (10 y 11). El patrón de RVA es 

comúnmente descripto como 4-2-3-2 (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Gel de poliacrilamida mostrando los 11 segmentos genómicos de ARN de y las 

proteínas que codifican. El tamaño de los segmentos varía entre 3.302 pb en el segmento 

1 y 667 pb en el segmento 11. 
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Cada uno de los segmentos génicos, codifica para una proteína, excepto el 

segmento 11 que posee dos marcos de lectura abiertos. De las proteínas codificadas, seis 

son estructurales (VP1-VP4, VP6 y VP7) y seis no estructurales (NSP1-NSP6) (Tabla 1) 

(Estes and Greenberg, 2013). 

 

Tabla 1. Características y función de las proteínas de RV. 

Proteína Ubicación Características y Funciones 

VP1 Núcleo 

ARN polimerasa, unión al ARN simple cadena (ARNsc), 

participa en la transcripción viral junto con VP3 y en la 

replicación viral junto con VP2 

VP2 Cápside Interna 
ARN ligasa, unión al ARNdc y ARNsc, requerida para la 

actividad replicasa de VP1 

VP3 Núcleo 
Guanidiltransferasa, metiltransferasa, unión a ARNsc, 

participa en la transcripción viral junto con VP1 

VP4 Cápside Externa 

Antígeno neutralizante, hemaglutinina, potenciación de 

la infectividad por proteasa, adhesión a la célula, induce 

protección 

NSP1 No estructural 
Unión a ARN, rol en la supresión de la respuesta a 

interferón, se asocia al citoesqueleto 

VP6 Cápside Intermedia 
Antígeno de grupo y subgrupo, hidrofóbica, proteína 

mayoritaria 

NSP3 No estructural 
ARN ligasa, unión extremo 3’ del ARNm viral, involu-

crada en la regulación de la traducción viral 

NSP2 No estructural 

ARN ligasa, unión al ARNsc, actividad de nucleósido 

trifosfatasa (NTPasa), involucrada en la formación del 

viroplasma junto con VP1 y NSP5 

VP7 Cápside Externa 

Antígeno neutralizante, glicoproteína integrada en la 

membrana del retículo endoplásmico rugoso (RER), 

unión al Ca+2, induce protección 

NSP4 No estructural 
Enterotoxina, glicoproteína de transmembrana del RER, 

induce protección 

NSP5 No estructural 

ARN ligasa, unión al ARNsc, fosfoproteína, interacción 

con VP2, NSP2 y NSP6, involucrada en la formación del 

viroplasma junto con NSP2 

NSP6 No estructural 
Interacción con NSP5, presente en viroplasmas y en la 

mayoría de cepas, unión a ARN 

*(Estes and Greenberg, 2013) 
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3.3.2. Proteínas VP4 y VP7: base de la clasificación genómica 

La genotipificación es el sistema más usado para la clasificación de RV. Los 

genotipos G y P se basan en la diversidad de las secuencias nucleotídicas que codifican 

dos proteínas de la cápside externa: VP7 y VP4, respectivamente. A la fecha, se han 

reportado 29 genotipos G y 41 genotipos P en especies de mamíferos y aves (Tabla 2) 

(Adamo and Contigiani, 2018; Matthijnssens et al., 2011; Trojnar et al., 2013). 

 

Tabla 2. Genotipos de circulación más frecuente de RVA según la proteína VP7 (G tipos), 

la proteína VP4 (P tipos) y su hospedador. 

Proteína VP7  Proteína VP4 

Serotipo Humano Especie animal  Serotipo Humano Especie animal 

G1 + Porcino, bovino  1ª + - 

G2 + Porcino  1B + - 

G3 + 

Simiano, canino, felino, 

equino, porcino, 

murino, conejo 

 2ª + - 

2B - Porcino 

3ª + Felino 

G4 + Porcino  3B + - 

G5 + Porcino, equino  4 + - 

G6 + Bovino  5ª + Canino, felino 

G7 - Aviar, bovino  5B - Simiano 

G8 + Bovino  6 - Bovino, simiano 

G9 + Porcino  7 - Bovino 

G10 + Bovino, ovino  8 - Bovino 

G11 + Porcino  9 - Porcino 

G12 + -  10 - Murino 

G13 - Equino  11 + ¿? 

G14 - Equino     

G15 - Bovino     

 

Los segmentos génicos que codifican para las proteínas VP7 y VP4 son segregados 

independientemente, pudiendo generar una gran variabilidad de combinaciones de G/P 

tipos. Sin embargo, más del 90% de las infecciones en humanos en el mundo son 

causadas por los genotipos G1-G4 y G9, en combinación con P[8] y P[4], si bien la 

prevalencia y distribución de los mismos varía en el tiempo y en cada región (Dennehy, 

2008). En Sudamérica la situación refleja predominancias similares a las que se ven a nivel 
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global, aunque en los últimos años se observaron genotipos inusuales como G5 en Brasil y 

G12 en algunas ciudades de Argentina (Degiuseppe et al., 2017). En la ciudad de Córdoba 

en particular, estudios de epidemiología molecular, previos a la introducción de la vacuna 

anti-rotavirus en el Calendario Nacional de Vacunación han demostrado la circulación 

continua y dominante en el tiempo del genotipo G1P[8], durante un período de 30 años. 

En estos estudios se determinó también la circulación frecuente en la población local de 

los genotipos G2, G4 y P[4], y la emergencia en el tiempo del genotipo G9. El genotipo G3, 

de circulación común a nivel mundial, fue detectado esporádicamente en la población de 

Córdoba, emergiendo en frecuencia de detección y tomando una posición más dominante 

en los últimos años (Barril et al., 2010; Barril et al., 2006). 

 

3.4. EPIDEMIOLOGÍA  

RVA es uno de los principales agentes etiológico causantes de diarrea severa en 

niños menores de 5 años en el mundo. Más de 125 millones de infantes y niños jóvenes 

desarrollan diarrea por RV cada año a nivel global, resultando en 440.000 muertes, la 

mayoría en países en vías de desarrollo (Tate et al., 2012). Sin embargo, la incidencia de la 

enfermedad causada por RV es similar en niños de países en vías de desarrollo como de 

países desarrollados. Así lo refleja un estudio realizado en el año 2012 que reveló que la 

tasa de detección de infección por rotavirus en niños hospitalizados con diarrea fue del 

39% en países en vías de desarrollo y del 44% en países desarrollados (Tate et al., 2012). 

Esto indica que la infección por el virus no está relacionada al nivel socioeconómico de la 

población y que el suministro de agua limpia y la correcta higiene tiene poco impacto en 

la transmisión de rotavirus. Aun así, los niños de países en desarrollo muestran una mayor 

tasa de mortalidad, relacionada a un cuadro clínico de mayor severidad como 

consecuencia a deficiencias en los sistemas sanitarios y malnutrición infantil. Como 

ejemplo, en países en vías de desarrollo como Bangladesh, RV es causante de entre 6.000 

y 14.000 muertes al año en niños menores a 5 años, mientras que en un país desarrollado 

como Estados Unidos con aproximadamente el doble de habitantes, el número de 

muertes es menor a 40 (Raebel and Ou, 1999; Tanaka et al., 2007). 
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En Latinoamérica se ha estimado que RV ha sido la etiología de aproximadamente 

6.300 muertes y cerca de 230.000 hospitalizaciones por año en ausencia de vacunación 

(Desai et al., 2012). En particular, en Argentina la enfermedad por este virus deja como 

saldo alrededor de 150.000 consultas ambulatorias por diarrea, 15.000 internaciones y 30 

muertes anuales en niños menores de 5 años (Degiuseppe et al., 2013). 

 

3.5. VACUNAS ANTI-ROTAVIRUS 

Con el transcurrir de décadas de estudios, en el año 2006 se licenciaron dos 

vacunas contra rotavirus: Rotarix® (Glaxo Smith Kline Biologicals SA, Rixensart, Bélgica) y 

RotaTeq® (Merck & Co., Inc., West Point, PA, USA), las cuales se introdujeron casi de 

inmediato en los programas nacionales de inmunización de algunos países. Luego de que 

en el año 2009 se demostrara en países en desarrollo la eficacia de estas vacunas orales 

para la disminución drástica de la mortalidad y hospitalización por RV, la OMS 

recomienda en forma prioritaria para lactantes, la inclusión de la vacuna contra rotavirus 

en los programas de vacunación (WHO, 2013). A finales de 2018, 92 países de todo el 

mundo habían introducido la vacuna contra el rotavirus en sus programas nacionales de 

inmunización, y otros 6 países lo estaba realizando de forma gradual o regional (Figura 6) 

(Burke et al., 2019). 

Desde la comercialización de estas vacunas, la inmunización universal masiva 

contra rotavirus ha ido en progreso, con considerables variaciones regionales. La vacuna 

Rotarix® fue implementada en los programas nacionales de inmunización de diversos 

países de América Latina (incluyendo Argentina), como así también en Sudáfrica, Australia 

y algunos países europeos; mientras que RotaTeq® fue introducida en el programa 

universal de vacunación de Estados Unidos y Finlandia (Burke et al., 2019). En la Tabla 3 

se presentan las principales características de estas dos vacunas anti-rotavirus licenciadas 

a nivel mundial (van Hoek et al., 2012). 
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Figura 6. Mapa de introducción de la vacuna contra rotavirus a nivel mundial. En verde 

oscuro se presentan los países con una introducción a nivel nacional y en verde claro los 

que presentan una introducción por fases o por regiones. En gris se muestran los países 

que no han introducido la vacuna en sus calendarios nacionales de vacunación (Burke et 

al., 2019). 

 

 

Tabla 3. Características de las vacunas RotaTeq® y Rotarix®. 

 ROTATEQ® 

Pentavalente recombinante 

humana-bovina atenuada 

ROTARIX® 

Monovalente humana 

atenuada 

Cepa WC-3 RIX4414 

Serotipos G1, G2, G3, G4 y P[8] G1 P[8] 

Vía de administración Oral Oral 

Esquema 4-10 semanas entre dosis 4-8 semanas entre dosis 

Nº de dosis Tres Dos 

Respuesta de la vacuna No replica bien en el intestino, 

por lo que necesita más dosis, 

poca protección cruzada frente a 

otros serotipos 

Replica en intestino y 

confiere protección 

cruzada natural frente a 

los serotipos G2, G3, G4 

y G9 (88% protegidos 

después de la 1 dosis) 

Nº de pacientes 68.038 63.225 

Reducción de la 

hospitalización por RV 

95,8 %. 85 % 
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Las vacunas anti-rotavirus inducen inmunidad humoral y celular homotípica y 

heterotípica cruzada contra los diferentes genotipos virales y ha sido formulada con el 

objetivo de generar protección contra la enfermedad diarreica grave, pero no evita re 

infecciones por el virus, las cuales se traducen en cuadros clínicos leves y moderados. 

En Argentina a partir de enero del 2015 se incorporó la vacuna oral Rotarix® en el 

Calendario Nacional de Vacunación con el fin de proteger lactantes menores de 6 meses y 

así disminuir la incidencia, internación y mortalidad por diarrea aguda de etiología 

rotaviral. La distribución de la vacuna es gratuita y está disponible en todos los centros de 

salud y vacunatorios públicos del país. 

 

4. ASTROVIRUS 

4.1. CLASIFICACIÓN 

La familia Astroviridae incluye a los géneros Mamastrovirus y Avastrovirus. Los 

virus que pertenecen al género Mamastrovirus han sido aislados de diferentes especies 

de mamíferos incluyendo humanos (HAstV), cerdos (PAstV), gatos (FeAstV), ovejas 

(OAstV), terneros (BoAstV), perros (CaAstV), murciélagos (BAstV), ratas (RAstV), ciervos 

(CcAstV), y mamíferos marinos como leones marinos (CSlAstV), entre otros. Este género 

alberga dos genogrupos, GI y GII, con 10 y 9 especies de genotipos, respectivamente. La 

especie de Astrovirus humanos (HAstV) se encuentra dentro del genogrupo I y comprende 

8 genotipos (HAstV-1 a HAstV-8). Los virus del género Avastrovirus han sido aislados de 

aves como pavos (TAstV), patos (DAstV), y pollos (CAstV), entre otros (ICTV, 2017; 

Méndez and Arias, 2013). 

 

4.2. ESTRUCTURA 

En 1975, Madeley y Cosgrove describieron virus pequeños de entre 28 y 30 nm de 

diámetro en las heces de bebés internados con diarrea y vómitos (Figura 7A). Estos virus 

mostraban una apariencia distintiva de estrella de cinco o seis puntas por la cual 

acuñaron el término "astrovirus" del griego astron que significa "estrella" (Madeley and 

Cosgrove, 1975). 
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Los astrovirus son virus desnudos de simetría icosaédrica y su genoma está 

conformado por una hebra simple de ARN de polaridad positiva. Presentan tres marcos 

de lectura abierta: ORF1a y ORF1b, ubicados hacia el extremo 5´ del genoma, codifican 

proteínas no estructurales que se presume están involucradas en la transcripción y 

replicación del genoma del virus; y el tercer marco de lectura, el ORF2, se encuentra en el 

extremo 3´ del genoma y codifica la poliproteína de la cápside. Estructuralmente la 

cápside de los astrovirus está conformada por las proteínas VP34, VP25 y VP27, siendo 

estas dos últimas las que dan forma a las espículas que le confieren la estructura 

estrellada característica (Figura 7B). 

 

 

Figura 7. A. Microscopía electrónica de astrovirus. Tinción negativa con acetato de 

uranilo. B. Diagrama esquemático de una partícula de astrovirus con las espículas que le 

confieren su forma característica (Adaptado de ViralZone: https://viralzone.expasy.org/) 

 

4.3. EPIDEMIOLOGÍA 

Los HAstV se han identificado en casos de diarrea esporádica y están asociados a 

una amplia gama de entidades clínicas que incluyen diarrea, vómitos, fiebre, dolor 

abdominal, bronquiolitis y otitis (Méndez and Arias, 2013). 

La vigilancia de HAstV realizada en varios países en el mundo indica que la 

prevalencia de este virus es variable, desde <1% al 40% de los casos de diarrea, estas 

variaciones dependen del área geográfica, los períodos de estudio, los grupos de edad y 

los métodos de detección. Sin embargo, en la mayoría de los estudios, la tasa de 

prevalencia de HAstV es aproximadamente del 10%, un valor que resulta bajo en 

https://viralzone.expasy.org/
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comparación a la prevalencia de diarreas por RVA (aproximadamente 40%) y NoV GII 

(32%) (Chaimongkol et al., 2012; Chhabra et al., 2013). Los HAstV infectan 

predominantemente a niños, presentando tasas de infección más altas en niños menores 

de 2 años y con frecuencia, en infecciones mixtas con RVA (Iturriza Gomara et al., 2008). 

Entre los HAstV que circulan en la población humana, HAstV1 es el genotipo más 

prevalente a nivel mundial en niños con diarrea, pero esto también varía según la región 

geográfica. Por ejemplo en Asia HAstV1 representa más del 80% de las cepas que circulan, 

mientras que otros genotipos (HAstV2-HAstV8) son poco comunes y responsables de sólo 

el 1-6% de las infecciones. Se observan tasas de detección más bajas de HAstV1 en 

América del Norte (30%), América del Sur (43%) y África (46%). HAstV1 junto con HAstV2 

y HAstV4 circulan regularmente en Europa, América del Norte y América del Sur, y 

representan el 89-98% de las cepas de astrovirus, mientras que HAstV5-HAstV8 son poco 

comunes y representan sólo entre el 2 y 11% de las cepas circulantes. Por el contrario, la 

distribución de los genotipos de HAstV en África es diferente de la distribución en otras 

regiones, ya que los genotipos HAstV8 y HAstV5, son el tercer y cuarto tipo más 

prevalentes después de HAstV1 y HAstV3 (Khamrin et al., 2016). 

Al igual que el resto de los virus que se describen en este apartado, la vía de 

transmisión de astrovirus es fecal-oral, ya sea por contacto directo con personas 

infectadas o por ingestión de alimentos o aguas contaminadas. Se han aislado HAstV de 

diversas fuentes ambientales como aguas y alimentos y en algunos casos estos 

aislamientos han sido relacionados a brotes, en escuelas, guarderías, reclutamientos 

militares y hospitales, reforzando la idea de que el agua es una de las vías de transmisión 

y una fuente importante de contaminación (Bosch et al., 2014; Lizasoain et al., 2015; 

Sezen et al., 2015). 

 

5. ENTEROVIRUS 

5.1. CLASIFICACIÓN 

La familia Picornaviridae incluye al género Enterovirus (EV), el cual agrupa 4 

especies denominadas con letras de la A a la D (Enterovirus A - Enterovirus D), que suman 

más de 100 serotipos virales entre ellas, y además este género incluye a las especies de 



Doctorado en Ciencias de la Salud                                                                                    Capítulo I 

31 

 

los Rhinovirus (Pallansch et al., 2013). En la Tabla 4 se presentan las especies y tipos de EV 

asociados a infecciones en humanos. 

 

Tabla 4. Clasificación taxonómica de los enterovirus humanos patógenos. 

Género Especie Tipo 

Enterovirus 

Enterovirus A Coxsackie A (Cox A 2-8, 10, 12, 14 y 16) 

Echovirus 71 

Enterovirus B Coxsackie B (Cox B 1-6) 

Echovirus (EV 1-7, 11-21, 24-27, 29-33 69 y 73) 

Enterovirus C Poliovirus 1-3 

Enterovirus D Echovirus 68 y 70 

Rhinovirus A-D Numerosos 

 

 

5.2. ESTRUCTURA 

Los virus agrupados en el género EV se encuentran entre los virus más pequeños 

conocidos, con un diámetro de entre 20 y 30 nm, presentan una simetría icosaédrica y su 

cápside contiene el genoma de ARN monocatenario de sentido positivo. Estructuralmente 

están conformados por cuatro proteínas: VP1, VP2, VP3 y VP4, las tres primeras ubicadas 

en la superficie externa de la cápside, y son las que median la adhesión y entrada del virus 

a la célula. La proteína VP4 se encuentra en la cara interna de la cápside y cumple una 

función importante en la regulación de la replicación viral (Figura 8). 

 

Figura 8. Diagrama esquemático de una partícula de enterovirus (Adaptado de ViralZone: 

https://viralzone.expasy.org/). 

https://viralzone.expasy.org/
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5.3. EPIDEMIOLOGÍA 

Los EV humanos son agentes ubicuos que causan un amplio espectro de 

enfermedades en niños, jóvenes y adultos. La diseminación ocurre principalmente a 

través de la vía fecal oral aunque también se ha reportado en menor medida la 

transmisión respiratoria. La enfermedad por enterovirus en las poblaciones puede ser 

esporádica o epidémica y en general se identifica la co-circulación de varios tipos 

diferentes y sin un patrón particular (Pallansch et al., 2013). 

En los climas templados las infecciones por enterovirus predominan en otoño y 

verano y en los climas tropicales todo el año. El hacinamiento y las condiciones de higiene 

insuficientes aumentan la transmisión fecal-oral de estos agentes. La transmisión a través 

del agua se presenta como una extensión de la vía fecal-oral y se ha identificado 

enterovirus en aguas superficiales y subterráneas en todo el mundo (De Giglio et al., 

2017; Lizasoain et al., 2018). En los países industrializados, la transmisión de EV por agua 

potable es aparentemente poco común, pero es tema de preocupación en salud pública, 

debido a que las condiciones habituales bajo las cuales el agua potable es clorada pueden 

ser insuficientes para inactivar los EV. En el caso de las piscinas, el EV se puede detectar 

en estas aguas incluso después de la cloración en ausencia de coliformes fecales. 

Las infecciones por enterovirus están asociadas con un amplio espectro de 

enfermedades que abarcan desde enfermedades febriles leves hasta miocarditis, 

meningoencefalitis, poliomielitis, conjuntivitis hemorrágica, enfermedad de Bornholm, 

enfermedad de manos, pies y boca, diabetes mellitus y falla multiorgánica neonatal. Las 

infecciones crónicas están asociadas con afecciones como la polimiositis, la 

miocardiopatía dilatada y el síndrome de fatiga crónica. La mayoría de las infecciones, 

particularmente en los niños, son asintomáticas, pero aún resultan en la excreción de 

grandes cantidades de virus que pueden causar enfermedad clínica en contactos 

susceptibles. 

La poliomielitis, que años atrás causó altas tasas de morbi-mortalidad, está en vía 

de erradicación debido al programa de vacunación masiva mundial, pero la circulación 

ambiental de las cepas vacunales atenuadas que han revertido su neuroatenuación son 

motivo de preocupación mundial. 
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Como consecuencia de la alta excreción poblacional de enterovirus, se detectan 

en grandes cantidades en aguas crudas y suministros de aguas tratadas en todo el mundo. 

En vista de su presencia frecuente, la resistencia al tratamiento y los procesos de 

desinfección y la posibilidad metodológica para su detección por técnicas moleculares y 

celulares, son ampliamente utilizados en la evaluación, control y monitoreo de la calidad 

del agua (Pallansch et al., 2013). 

 

 

6. ESCENARIO EPIDEMIOLÓGICO DE TRANSMISIÓN VIRAL POR AGUA Y ALIMENTOS 

CONTAMINADOS 

El agua es el recurso natural más preciado y esencial para la existencia humana en 

nuestro planeta. Sin embargo, las aguas superficiales y subterráneas se enfrentan a una 

gran variedad de factores estresantes que afectan no solo al ecosistema acuático sino 

también a la salud humana (Lipp et al., 2001). Se han realizado diversos estudios que 

involucran el análisis de la contaminación microbiana del agua en diferentes partes del 

mundo y en la mayoría es notable la contaminación por bacterias, protozoos y virus 

entéricos (particularmente los agentes etiológicos de gastroenteritis como norovirus, 

rotavirus y astrovirus y específicamente los agrupados en el género Enterovirus) (Allmann 

et al., 2013; Haack et al., 2013; Lee et al., 2014; Widmer et al., 2013). La alta frecuencia de 

detección de estos virus entéricos en matrices acuosas se debe a que comparten 

características tales como: son eliminados en grandes cantidades a través de las heces 

(105 a 1011 partículas virales por gramo de heces) de individuos infectados; son altamente 

estables en el medio ambiente porque carecen de envoltura lipídica, pudiendo persistir 

durante mucho tiempo en las aguas; y son de tamaño extremadamente pequeño, lo que 

facilita su transporte a través del agua subterránea con distancias de viaje de cientos a 

miles de metros desde las fuentes de contaminación (Yates et al., 1985). Existen 

numerosos factores físicos, químicos y biológicos que influyen en la persistencia de estos 

virus en el ambiente (Tabla 5). 

 

 



Doctorado en Ciencias de la Salud                                                                                    Capítulo I 

34 

 

Tabla 5. Factores que influyen en la persistenciaa de los virus entéricos en las aguas 

Temperatura Mayor persistencia a menores temperaturas 

Luz 
Los rayos UV del sol pueden dañar los ácidos nucleicos provocando 

formación de dímeros, que se traduce en perdida de la infectividad 

pH 
La mayoría de los virus son estables a los valores de pH de las 

aguas 

Sales 
Algunos virus están protegidos contra la inactivación de calor por 

la presencia de ciertos cationes 

Materia orgánica La presencia de aguas residuales resulta en una mayor persistencia 

Sedimentos, sólidos 

en suspensión 

La asociación con los sólidos promueve la agregación de las 

partículas virales prolongando la persistencia 

Interfaces aire-agua 

A mayor hidrofobicidad mayor probabilidad de ser atraídos por la 

interface aire agua donde puede ocurrir la desnaturalización de las 

proteínas de la cápside 

Factores biológicos La microflora acuática suele ser antagónica a la persistencia viral 
a Persistencia: en referencia a mantener la estructura e infectividad viral. 

 

A pesar de la concentración relativamente baja de virus en matrices acuosas, su 

presencia conlleva riesgos para la salud ya que dosis infecciosas muy bajas, de entre 10 y 

100 viriones, son suficientes para generar una infección en una persona expuesta (La Rosa 

et al., 2012). 

Estos virus entéricos son altamente específicos del huésped, lo que implica que su 

presencia en ambientes acuáticos es una prueba sólida del origen de especie de la 

contaminación fecal. En algunos casos, diferentes cepas de una especie viral, o incluso 

diferentes especies de un género viral, pueden infectar a humanos y animales. El grado 

de especificidad de huésped de los virus entéricos es tal que se utilizan como una 

herramienta valiosa para distinguir entre la contaminación fecal de origen humano y 

animal y para identificar la fuente de contaminación fecal. 

Los virus entéricos pueden introducirse accidentalmente en diferentes pasos en la 

cadena de producción vegetal, siendo el riego de cultivos uno de los principales vehículos 

de contaminación (Croci et al., 2008). Cabe señalar que los virus pueden ingresar a las 

aguas superficiales a través de la descarga de aguas residuales tratadas, 

insuficientemente tratadas o no tratadas. En este punto, la contaminación microbiológica 

cobra cada vez más relevancia, particularmente en nuestro país, debido a que en las 
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últimas décadas se ha incrementado la fragilidad de los sistemas hídricos, reflejado en las 

dificultades para la evacuación de aguas residuales, las que muchas veces son vertidas en 

matrices acuosas superficiales utilizadas para riego (Prez et al., 2015). 

La situación planteada genera un nuevo escenario epidemiológico de transmisión 

viral en el que participan aguas contaminadas utilizadas para riego y alimentos asociados 

al riego, situación que finalmente impacta en la salud de la población expuesta. Este 

nuevo escenario de transmisión viral también genera un nuevo desafío referido a estimar 

la magnitud del riesgo de infección viral por consumo de alimentos y alerta a poner 

atención sobre los sistemas sanitarios y pautas de educación de la población (WHO, 

2015). 

Así, las verduras de hoja verde, que son componentes importantes de las dietas 

cotidianas, son uno de los principales alimentos involucrados en la transmisión de virus 

entéricos, ya que se consumen crudos y generalmente sin un procedimiento exhaustivo 

de lavado o descontaminación. 

El Grupo de Referencia de Epidemiología de Enfermedades Transmitidas por 

Alimentos de la OMS proporcionó en 2015 las primeras estimaciones de incidencia, 

mortalidad y carga de enfermedades transmitidas por alimentos en términos de Años de 

Vida Ajustados por Discapacidad (DALYs del inglés) que es una medida de la carga de la 

enfermedad expresado como el número de años perdidos debido a la enfermedad o 

muerte prematura. Se estimó que el riesgo global de las infecciones transmitidas por 

alimentos contaminados fue de 33 millones DALYs en 2010 del cual el 40% afecta a niños 

menores de 5 años. El Centro para el Control y la Prevención de Enfermedades (CDC) de 

los Estados Unidos estima que cada año, aproximadamente, 48 millones de personas en 

los Estados Unidos se enferman, 128.000 son hospitalizadas y 3.000 mueren a causa de 

enfermedades transmitidas por alimentos (Bosch et al., 2016). 

Estudios recientes en distintas regiones del mundo han demostrado la presencia 

de virus entéricos en productos alimenticios, ligados directamente a la transmisión viral a 

población expuesta, lo cual denota la importancia de abordar estudios de estos 

patógenos en los alimentos (Kokkinos et al., 2012). 
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6.1. NORMATIVAS VIGENTES 

6.1.1. Regulaciones para el control de calidad de aguas 

Los parámetros físicos y químicos, junto con indicadores bacterianos (bacterias 

coliformes), son utilizados actualmente para evaluar la calidad del agua y su uso 

previsible. La Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura 

(FAO) clasifica a las aguas superficiales según su utilidad: 

Clase A: destinadas al abastecimiento de agua potable sin necesidad de tratamiento 

previo, excepto filtración y desinfección. Aguas destinadas a la propagación y 

mantenimiento de especies, a fines agrícolas, incluyendo regadío de vegetales de 

consumo crudo y a usos recreacionales con contacto directo (ej. natación). 

Clase B: destinadas a la preservación de la fauna y la flora; aprovechables para regadío de 

cultivos, deportes acuáticos sin contacto directo, aquellas utilizadas en algunos procesos 

industriales y pecuarios; y aguas para abastecimiento de agua potable después de un 

proceso de tratamiento. 

Clase C: aguas utilizadas para transporte (navegación fluvial), y con limitada interacción 

con el medio ambiente. 

Clase D: aguas superficiales a preservar en condiciones naturales, por su excepcional 

calidad o gran valor ecológico (ej. arrecifes de coral). 

El documento establece para cada una de ellas valores máximos de parámetros 

físicos, químicos y bacteriológicos. En el caso particular de las aguas Clase A, que son las 

de interés para este trabajo de tesis, los límites para bacterias coliformes totales son de 

1.000 NMP/100 mL y para coliformes fecales 400 NMP/100 mL (FAO, 2000). La presencia 

de virus entéricos no es considerada dentro de estas regulaciones a pesar de que ha sido 

bien documentada en diversos estudios, lo que plantea una preocupación relacionada 

con el riesgo para la salud pública de aquellas poblaciones expuestas a estas aguas (Gerba 

et al., 2018; Sano et al., 2016). 

Al presente, solo EE. UU. incluyó a la familia Caliciviridae (género Norovirus), en la 

lista de contaminantes del agua que deben regularse, pero aún la normativa no ha sido 

puesta en práctica (EPA, 2016). 
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6.1.2. Regulaciones para el control de calidad de verduras 

Varios factores, entre ellos el aumento de la población y la demanda continua de 

productos de temporada durante todo el año, conducen al comercio mundial de 

alimentos entre regiones que tienen diferentes marcos regulatorios para estándares de 

higiene. 

La Unión Europea (UE) tiene los estándares de seguridad alimentaria más altos del 

mundo, intentando garantizar que los alimentos sean seguros para los consumidores. 

Mediante el Reglamento de Ejecución N° 925/2013 la UE dispone controles intensivos de 

las importaciones de determinados piensos y alimentos de origen no animal, el cual entre 

varios otros parámetros físicos, químicos, bacteriológicos y parasitológicos, establece la 

ausencia de norovirus y virus de la hepatitis A para por ejemplo frutos finos congelados 

que ingresen al continente. Esta medida fue basada tanto en la frecuencia como en los 

incidentes alimentarios notificados a través del Sistema de Alerta Rápida para Alimentos y 

Piensos (RASFF), una herramienta clave que garantiza el flujo de información, 

permitiendo una reacción rápida cuando se detectan riesgos para la salud pública en la 

cadena alimentaria. Creado en 1979, el RASFF permite que la información se comparta de 

manera eficiente entre sus miembros (autoridades nacionales de seguridad alimentaria 

de los Estados miembros de la UE, Noruega, Liechtenstein, Islandia y Suiza). La 

información intercambiada a través de este sistema ayuda a que los productos 

contaminados sean retirados del mercado. A modo de ejemplo, durante el año 2018, se 

reportaron en el RASFF 47 alertas debido a la presencia de virus (norovirus y/o virus de la 

hepatitis A) en matrices alimentarias como almejas, ostras, frambuesas y lechuga en 

Europa. 

En nuestro país, la calidad de los productos alimenticios es regulada por la Ley 

18.284 y su Decreto Reglamentario Nº 2.126/71. Los estándares de calidad microbiológica 

de los alimentos están basados en criterios bacteriológicos, sin incluir a los virus. Esto se 

debe principalmente a la escasa información sobre la frecuencia de contaminación de 

alimentos con agentes virales como así también a las dificultades técnicas para la 

detección de virus en matrices alimenticias (Fleet et al., 2000). 



Doctorado en Ciencias de la Salud                                                                                    Capítulo I 

38 

 

En la Figura 9 se presenta a modo de resumen un esquema del escenario 

epidemiológico descripto con anterioridad. 

 

 

Figura 9. Diagrama de las potenciales vías de transmisión de virus entéricos en el 

ambiente. (Pallansch et al., 2013) 

 

La prevención de enfermedades virales transmitidas por alimentos requiere en 

primera instancia de un diagnóstico de situación. Esto implica un estudio descriptivo que 

estime la frecuencia, caracterización molecular y cuantificación de virus en alimentos. 

Este estudio descriptivo debe estar ligado a un análisis de las posibles fuentes-causas que 

han llevado a la introducción de los virus entéricos en el alimento a fin de sugerir medidas 

de remediación o atenuación. Finalmente, el diagnóstico de situación debe incluir 

también un análisis de riesgo de transmisión viral alimentaria a la población expuesta por 

consumo de alimentos contaminados por virus. En el presente trabajo de tesis se abordó 

el estudio de la calidad virológica de aguas de riego y vegetales asociados en unidades 

productivas del cinturón verde de la Provincia de Córdoba y se estimó el impacto en salud 

humana por consumo de estas verduras. Los resultados obtenidos del desarrollo de esta 

tesis doctoral son los primeros disponibles en Argentina.  
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OBJETIVOS 

Objetivo General 

Conocer la calidad virológica de verduras de hojas verdes, inferir posibles fuentes 

de contaminación y evaluar el riesgo de transmisión alimentaria de virus entéricos a 

población expuesta en Córdoba, Argentina. 

 

 

Objetivos Particulares 

- Disponer de técnicas de recuperación de virus presentes en verduras de hojas 

verdes y aguas empleadas para riego. 

 

- Estimar la frecuencia de contaminación por virus entéricos (rotavirus, norovirus, 

astrovirus y enterovirus) y la correspondencia de cepas virales presentes en 

verduras de hojas verdes y sus aguas de irrigación. 

 

- Evaluar el riesgo de transmisión alimentaria de rotavirus a población expuesta. 
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HIPÓTESIS 

Hay una alta frecuencia de detección (>20%) y correspondencia genómica de virus 

entéricos en verduras de hojas verdes y aguas utilizadas para riego, por lo que las aguas 

de riego constituyen una fuente de contaminación viral de unidades productivas de 

hortalizas.  

Existe una alta probabilidad de infección viral (>0,5) en consumidores de verduras 

crudas de hojas verdes. 
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CAPÍTULO II 

Recuperación de virus presentes en verduras de hojas verdes y aguas 
empleadas para riego: optimización e implementación de técnicas de elución 

y concentración de virus 
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1. INTRODUCCIÓN 

Las técnicas de detección de virus entéricos transmitidos por aguas y alimentos 

difieren ampliamente de las técnicas de detección de bacterias transmitidas por estas 

matrices, debido a diferencias estructurales, funcionales y biológicas entre virus y 

bacterias, que hacen que los virus no puedan cultivarse en los medios utilizados 

tradicionalmente para la detección de bacterias. En general, la estrategia para abordar el 

estudio de virus entéricos en aguas y alimentos consta de tres pasos: el primero para 

aguas es las concentración viral, en el caso de alimentos es la liberación de los virus de la 

matriz a analizar y posterior concentración de las partículas virales; el segundo, es la 

extracción del material genético (ARN para la mayoría de los virus transmitidos por estas 

matrices); y por último la detección molecular y/o celular (De Keuckelaere et al., 2013; 

Stals et al., 2012). 

En este apartado, se pondrá principal atención al primer paso que involucra la 

elución y concentración de virus. A grandes rasgos, en esta etapa las partículas virales se 

separan de la matriz alimentaria y se concentran en un pequeño volumen debido a que 

en general se encuentran en bajo número en los alimentos. En el caso de las aguas, al 

estar los virus en suspensión en esta matriz, se lleva a cabo directamente una 

concentración viral. En esta etapa también se eliminan las sustancias inhibidoras que 

interfieren en el tercer y último paso que es la detección (Le Guyader et al., 2006; Nishida 

et al., 2007). 

Una amplia variedad de procedimientos han sido descriptos para la concentración 

de virus a partir de agua y alimentos. Las técnicas más comúnmente aplicadas se basan en 

procesos de adsorción-elución, ultrafiltración, ultracentrifugación o precipitación. La 

eficacia de recuperación viral depende de numerosas variables, como volumen de 

partida, turbidez y pH de la matriz en estudio y la carga viral presente. Los datos hoy 

disponibles señalan que es necesario profundizar en el estudio de las variables 

involucradas en los procesos de elución y concentración de virus para alcanzar la mayor 

eficacia de recuperación viral. 

Como estrategia general, para realizar la elución viral en matrices vegetales se 

emplea un buffer alcalino con un pH entre 9 y 10,5 que permite la liberación de las 



Doctorado en Ciencias de la Salud                                                                                   Capítulo II 

44 

 

partículas virales de la superficie de la matriz alimentaria (Dubois et al., 2002). En 

combinación con este buffer alcalino se utiliza extracto de carne y glicina que reducen, 

durante la elución, la adsorción no específica del virus a la matriz alimentaria (Kim et al., 

2008). Entre los métodos descriptos para recuperar virus a partir de agua y alimentos, el 

método de precipitación con polientilenglicol (PEG) ofrece ventajas operativas y de costo 

respecto al uso de filtros con cargas o a la ultrafiltración o ultracentrifugación. Es de 

destacar que el método de precipitación con PEG es el recomendado por la OMS para la 

recuperación de enterovirus a partir de aguas y alimentos (WHO, 2003). 

La precipitación de los virus, luego de la elución de los alimentos y en las matrices 

acuosas, aumenta la concentración del extracto viral para una detección molecular 

exitosa. El PEG junto con una alta concentración de NaCl permite la precipitación de estos 

virus a pH neutro y a altas concentraciones iónicas, minimizando la precipitación de otro 

material orgánico (Kim et al., 2008; Lewis and Metcalf, 1988). 

Con el objetivo de disponer de una metodología eficiente y que permita su 

implementación sostenida en el tiempo, se abordó el ensayo de diferentes variables en el 

marco de protocolos de elución y concentración aceptados internacionalmente. 

 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. Stock Viral 

Se utilizó como marcador de eficacia de recuperación la vacuna de rotavirus 

Rotarix® (GlaxoSmithKline) compuesta por la cepa de rotavirus humano RIX4414 (virus 

vivos atenuados por pasajes en células Vero) con no menos de 106 CCID50 (del inglés 50% 

Cell Culture Infectious Dose), adquirida en farmacias. 

La concentración, en copias genómicas (cg) de rotavirus de esta cepa vacunal se 

determinó por biología molecular mediante q-RT-PCR (del inglés quantitative Reverse 

Transcription of Polymerase Chain Reaction) previo a su inoculación en las matrices 

alimenticias y acuosas. Para la prueba de eficacia de recuperación viral, se utilizaron 100 

µL de la vacuna, con una carga viral de 3x103 cg y para determinar el límite de detección 

se realizaron diluciones a partir del stock viral para obtener: 1x103 cg, 1x102 cg, 1x101 cg, 

1x100 cg. 
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2.2. Muestras de vegetales y matriz acuosa 

Como matriz alimentaria se utilizaron hojas de achicoria obtenidas de una 

verdulería en la ciudad de Córdoba. La verdura se almacenó en bolsas plásticas estériles a 

4 °C y se utilizaron dentro de las 24 horas. Como matriz acuosa, se utilizó PBS estéril pH 

7,2. 

 

2.3. Descontaminación vegetal 

Previo a realizar los ensayos, las hojas de verduras fueron descontaminadas para 

eliminar toda posible presencia de patógenos en la superficie de la hoja. Brevemente la 

achicoria se lavó con hipoclorito de sodio (a una concentración final de cloro de 2,5 g/L) 

durante 30 minutos con agitación continua, seguido de varios lavados con agua destilada 

para eliminar el cloro, un inhibidor de las técnicas de detección viral. La presencia de 

cloro residual se evaluó con ortotoluidina (0,2 ppm). Finalmente, las hojas se irradiaron 

con luz UV en su superficie por 40 min (20 min en cada cara) en un gabinete de seguridad 

biológica tipo II. 

 

2.4. Prueba de la EFICACIA de concentración viral de rotavirus 

2.4.1. Inoculación de muestras vegetales y de agua 

Se distribuyeron 100 µL (conteniendo 3x103 cg) de suspensión vacunal sobre 40 

gramos de achicoria en forma de pequeñas gotas. Luego, se dejaron secar a temperatura 

ambiente por aproximadamente 2 a 3 h para permitir la adherencia de las partículas a la 

superficie de las hojas. La matriz acuosa, PBS, se contaminó artificialmente con el mismo 

volumen de suspensión vacunal. Se utilizaron muestras de verduras descontaminadas e 

inoculadas con PBS estéril y PBS no inoculado como controles negativos. 

2.4.2. Procesamiento de muestras vegetales 

Para ensayar la eficacia del método de elución y concentración viral propuesto por 

Guéveremont et al. (2006) a partir verduras se probaron cuatro variables: 

A) Tratamiento 1: achicoria sin picar y en elución por 1 hora; 

B) Tratamiento 2: achicoria sin picar y en elución por 2 horas; 
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C) Tratamiento 3: achicoria picada en un tamaño aproximado de 2,5 cm x 2,5 cm y en 

elución por 1 hora; 

D) Tratamiento 4: achicoria picada en un tamaño aproximado de 2,5 cm x 2,5 cm y en 

elución por 2 horas. 

Cada uno de los tratamientos se llevó a cabo por cuadruplicado con su respectivo 

control negativo (Figura 1). Brevemente, las muestras de verdura inoculadas (picada o sin 

picar) se colocaron en recipientes estériles con 1 L de caldo de elución para favorecer la 

liberación de los virus de la superficie de las hojas. El caldo de elución consta de 2,9% 

peso/volumen (p/v) de extracto de carne con 6% p/v de glicina a pH 9,5. La elución se 

realizó en agitación continua a temperatura ambiente por 1 h o 2 h. A continuación, los 

eluidos de virus se transfirieron a matraces estériles y se suplementaron con PEG 6000 al 

10% p/v y NaCl al 2% p/v, y se incubaron en agitación continua durante al menos 2 horas 

a 4 °C. Luego se centrifugó la solución a 10.000 rpm durante 30 min a 4 °C para promover 

la precipitación viral. El precipitado viral se resuspendió en 10 mL de PBS estéril (pH 7,2), 

y finalmente se centrifugó a 8.000 rpm por 15 min quedando el sobrenadante como el 

concentrado viral (100 X) el cual se conservó a -80 °C hasta su posterior procesamiento de 

detección y cuantificación viral (Guevremont et al., 2006). 

2.4.3. Procesamiento de la matriz acuosa 

La concentración de virus en PBS se realizó siguiendo el método descrito 

anteriormente por Lewis y Metcalf (1988) y Greening et al. (2002), con modificaciones 

descritas por Huang et al. (2005). Un litro de PBS (inoculado con 3x103 cg de vacuna y sin 

inocular usado como control negativo) se clarificó por centrifugación a 4.000 rpm por 20 

min. El sobrenadante obtenido fue conservado a 4 °C para su posterior uso y el 

precipitado fue resuspendido con una solución de extracto de carne 3% y NaNO3 2M (pH 

5,5) en una proporción 3:1 respecto al peso del precipitado obtenido. Se eluyeron las 

muestras durante 1 h a 4 °C con agitación continua a 180 rpm. Luego del tiempo de 

incubación, las muestras fueron centrifugadas a 8.300 rpm durante 20 min. Los 

sobrenadantes obtenidos se mezclaron con el primer sobrenadante obtenido en el paso 

de clarificación y los virus presentes en la mezcla se precipitaron mediante el agregado de 

PEG 10% (p/v) y NaCl 2% (p/v); las muestras se incubaron a 4 °C durante al menos 2 h con 
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agitación suave (120 rpm). Luego de la incubación, se centrifugó a 8.300 rpm durante 25 

min a 4 °C y los precipitados obtenidos fueron re suspendidos en PBS pH 7,2 (1/100 

volumen/volumen). Se ajustó a pH 8 y se eluyó durante 1 h a temperatura ambiente. 

Finalmente, se centrifugaron las muestras a 8.300 rpm durante 20 min (Greening et al., 

2002; Huang et al., 2005; Lewis and Metcalf, 1988). Los sobrenadantes resultantes 

(concentrados 100 X) se almacenaron a -80 °C. 

 

 

Figura 1: A) Tratamientos aplicados para evaluar la eficacia de la elución y concentración 

de virus a partir de verduras. *Cada tratamiento se analizó por cuadruplicado con sus 

respectivos controles negativos. B) Determinación del límite de detección en las dos 

matrices analizadas, cada dilución se analizó por duplicado. 

 

2.5. Determinación del límite de detección (LD) de la técnica de elución y concentración 

El límite de detección se refiere a la menor concentración de inóculo de vacuna 

que se puede detectar luego del procesamiento de la muestra, desde la concentración 
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hasta la extracción de ARN y la detección mediante RT-qPCR. En otras palabras es la 

menor concentración inicial a la que se puede detectar el virus en la muestra. Las 

diluciones analizadas se muestran en la Figura 1. En el caso del método de concentración 

vegetal, se realizó el tratamiento que mostró la mejor eficacia en la recuperación de RV. 

 

2.6. Detección y cuantificación del genoma de rotavirus 

2.6.1. Extracción de ácidos nucleicos 

El ARN viral se extrajo a partir de 140 µL del concentrado viral mediante el kit 

comercial QIAamp Viral RNA (Qiagen Inc., Hilden, Alemania). Se siguió el protocolo del 

fabricante y el ARN viral purificado se eluyó en 30 µL de buffer de elución. 

2.6.2. RT–qPCR para cuantificación del genoma de rotavirus 

Se emplearon 6 μL de ARN obtenido como molde para producir ADNc de una 

región altamente conservada de la proteína no estructural NSP3 de RV (Tabla 1) siguiendo 

el procedimiento descripto por Zeng et al. (2008). Brevemente el ARN viral se mezcló con 

el par de primers NSP3F y NSP3R (0,5 μM cada uno) resultando en un volumen final de 10 

μL. La mezcla fue incubada durante 5 min a 95 °C y se enfrió en hielo durante 2-5 min. 

Luego se agregó a los tubos (conteniendo el ARN y los primers) 10 μL de la mezcla de 

reacción para la transcripción reversa, de manera que las concentraciones finales fueran 

las siguientes: 1 mM de cada dNTP, 6% DMSO, 200 U de la transcriptasa reversa M-MLV 

(Invitrogen, California, USA), 2 mM DTT y 1 X buffer de la enzima. Se realizó la 

retrotranscripción durante 50 min a 37 °C y se inactivó la enzima durante 15 min a 70 °C.  

 

Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados en la cuantificación de rotavirus (Zeng et al., 2008). 

Primers y 

Sonda 
Secuencia (5´-3´) Nucleótidos Tamaño 

NSP3F ACCATCTWCACRTRACCCTCTATGAG 963–988 26 

Sonda NSP3 FAM-AGTTAAAAGCTAACACTGTCAAA-MGB 995–1017 23 

NSP3R GGTCACATAACGCCCCTATAGC 1028–1049 22 
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Las muestras se cuantificaron por duplicado mediante qPCR utilizando el equipo 

ABI 7500 (Applied Biosystems, CA, EE. UU.). La cuantificación se realizó según lo descripto 

por Fumian et al. (2010) utilizando los primers diseñados por Zeng et al. (2008). La 

reacción se llevó a cabo en un volumen final de 25 μL conteniendo: 2 X TaqMan® 

Environmental Master Mix 2.0 (Applied Biosystems, California, USA), 0,4 μM de cada 

primer (NSP3F y NSP3R), 0,2 μM de la sonda TaqMan® NSP3 y 7,5 μL de ADNc. La solución 

obtenida fue sometida al siguiente perfil de ciclado: incubación inicial a 50 °C, 2 min; 

desnaturalización a 95 °C, 10 min; 45 ciclos de annealing a 95 °C, 15 seg y extensión a 56° 

C, 1min; y extensión final a 60 °C, 1 min. Para crear las curvas patrón se utilizaron 

diluciones seriadas (en un rango de 101 a 106 copias genómicas) de un clon plasmídico 

conteniendo un inserto del gen NSP3 de rotavirus (pTOPO Invitrogen CA, USA). Los datos 

de amplificación se recopilaron y analizaron utilizando el Software 7500 v2.0 (Applied 

Biosystems, CA, USA) (Fumian et al., 2010; Zeng et al., 2008). 

Los resultados se consideraron positivos si la curva de amplificación sigmoidal 

cruzó el umbral antes de los 45 ciclos y los controles positivos y negativos dieron 

resultados esperados. La eficiencia del ensayo (10(-1/pendiente)) se calculó a partir de la 

pendiente de la curva estándar generada al trazar el logaritmo del número de copias 

versus el valor del umbral de ciclo (Ct). 

La sensibilidad de la técnica de RT-qPCR fue estimada en ensayos anteriores en 10 

cg (Barril et al., 2015). 

2.6.3. Evaluación del método de concentración de RV a partir de muestras de vegetales y 
agua inoculadas 

La eficacia del método de concentración de virus en las diferentes matrices y 

tratamientos se calculó comparando el número de copias genómicas recuperadas de las 

muestras de verduras y aguas inoculadas respecto al número de copias genómicas 

presentes en el inóculo inicial (3x103copias genómicas / 100 µL). 

Para estimar el LD, un ensayo se consideró positivo si las dos detecciones 

resultaron con Ct positivos en la detección viral por qPCR. 
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2.7. Análisis estadístico 

Se calcularon las medias y los desvíos estándar de cada tratamiento analizado y se 

utilizó la prueba de Kruskal Wallis no paramétrica para evaluar si existían diferencias 

significativas entre ellos (Tratamientos A - D). Los valores de P inferiores a 0,05 indicaron 

diferencias significativas para las variables medidas. Los análisis estadísticos se realizaron 

con el software InfoStat (Di Rienzo et al., 2018). 

 

3. RESULTADOS 

3.1. Evaluación de la eficacia del método de elución y concentración de RV en muestras de 

verduras y de concentración en muestras de PBS inoculadas 

En la Tabla 2 se presentan los resultados de los cuatro tratamientos analizados en 

la recuperación de RV por precipitación con PEG a partir de las muestras de verduras y 

aguas inoculadas. Se observó una alta variabilidad de recuperación dentro de cada 

tratamiento para las réplicas, lo que se refleja en una amplia desviación estándar. Sólo se 

observaron diferencias estadísticas entre las eficiencias de los métodos de concentración 

de RV en la achicoria para el tratamiento A en comparación con los otros tres 

tratamientos (P<0,05), revelando la eficiencia más baja. El tratamiento D mostró la mayor 

eficiencia, pero sin diferencias estadísticamente significativas respecto a los tratamientos 

B y C (P>0,05). Las muestras descontaminadas analizadas arrojaron resultados negativos 

en todos los tratamientos. 

 
Tabla 2. Resultados de recuperación del método de elución y concentración analizado en 

achicoria y PBS. El promedio y el desvío estándar (DS) se calcularon a partir de cuatro 

réplicas de las muestras. 

Muestra Tratamiento 
Recuperación de RV* 

Rango Promedio ± DS 

Achicoria 

A) Achicoria sin picar + elución 1 h 13,3 - 21,6% 16,3 ± 3,8 

B) Achicoria sin picar + elución 2 h 14,7 - 79,9% 46,9 ± 27,1 

C) Achicoria picada + elución 1 h 14,7 - 63,5% 52,0 ± 26,6 

D) Achicoria picada + elución 2 h 27,6 - 84,6% 63,0 ± 26,4 

PBS Precipitación con PEG 10,4 - 18,0% 14,4 ± 3,8 

* En cada tratamiento evaluado se inocularon 100 µL de vacuna anti-rotavirus 
conteniendo 3x103 copias genómicas. 
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3.2. Límite de detección 

En la Tabla 3 se muestran las frecuencias de detección de RV a partir de los 

experimentos duplicados de achicoria y PBS contaminadas artificialmente con diluciones 

de RV. Los resultados obtenidos indican que es posible detectar una carga genómica 

inicial de 10 cg en la matriz alimentaria y de 100 cg en la matriz acuosa. 

 

Tabla 3. Límite de detección de Rotarix® en achicorias y agua. 

Muestra Achicoria (40 g) PBS (1 L) 

Cantidad 

inoculada en cg 
103 102 101 1 103 102 101 1 

N° muestras 

positivas/total 
2/2 2/2 2/2 1/2 2/2 2/2 1/2 0/2 

 

 

4. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

Está ampliamente documentado que el agua y los alimentos pueden actuar como 

vehículos para la transmisión de virus entéricos a población expuesta (El-Senousy et al., 

2013; Koopmans et al., 2008). Debido a esto, es imprescindible contar con técnicas 

eficaces de elución y concentración de virus entéricos a partir de matrices acuosas y 

alimentarias, para llegar a obtener los mejores resultados finales (Croci et al., 2008; De 

Keuckelaere et al., 2013; Stals et al., 2012). En el desarrollo de esta tesis se evaluó la 

eficacia del método de elución y concentración de virus a partir de verduras ensayando 

diferentes variables y al eluido viral se le acopló el protocolo de concentración con PEG, 

previamente estandarizado en nuestro laboratorio (Mueller et al., 2009). 

Para evaluar la performance de las técnicas de recuperación viral comúnmente se 

utilizan sustitutos de virus que sean lo más parecidos al virus blanco en cuanto a su 

comportamiento en la matriz a analizar (Croci et al., 2008; Poma et al., 2013). En este 

trabajo no se optó por analizar el comportamiento de un virus sustituto, por el contrario 

se seleccionó como virus blanco de detección la cepa atenuada RIX4414 de rotavirus, para 

que los resultados a obtener reflejaran la performance de la técnica con un virus entérico. 

Fue necesario entonces, la completa esterilización de la matriz alimenticia (achicoria) ya 
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que este virus podría estar presente naturalmente en la matriz seleccionada (Barril et al., 

2015; Mizukoshi et al., 2014; Rutjes et al., 2009). La descontaminación se realizó teniendo 

en cuenta las buenas prácticas de esterilización de alimentos propuestas por el Código 

Alimentario Argentino y además se agregó una última etapa de descontaminación por 

radiación ultravioleta en cabina de seguridad biológica para asegurar la completa 

eliminación de los posibles patógenos presentes en la superficie de las hojas. La 

efectividad de este procedimiento se observó en la ausencia de rotavirus (menos de 10 cg 

en 40 g) en achicorias inoculadas con PBS estéril utilizados como control de proceso. 

Para la correcta elección del método a implementar en la recuperación de virus a 

partir de alimentos es importante tener en cuenta la composición de los alimentos que se 

van a analizar. En el caso de las verduras, que son alimentos a base de agua y 

carbohidratos, la mejor elección es la elución y concentración viral (Baert et al., 2008; 

Stals et al., 2012). Dentro de la elución, a su vez, hay una gran variabilidad con respecto a 

la elección del buffer y sus componentes, como por ejemplo el pH (ácido o alcalino) y las 

concentraciones de extracto de carne y glicina, entre otras (Coudray et al., 2013; 

Guevremont et al., 2006; Le Guyader et al., 2004). En función de las mejores técnicas y 

soluciones encontradas en la bibliografía y los materiales y equipamientos disponibles en 

el laboratorio para realizar la elución viral a partir de muestras vegetales, se decidió 

ensayar como variables, el aumento de la superficie de contacto de la matriz con el buffer 

y el tiempo en que las muestras permanecían en elución, dejando estable volumen de 

buffer, pH y concentración de extracto de carne y glicina, utilizando los que arrojaron 

mejores resultados según la bibliografía consultada (Stals et al., 2012). Como resultado de 

esto se obtuvo que a mayor superficie de contacto con el buffer (al estar las hojas de 

achicoria cortadas) y a mayor tiempo de elución, la recuperación de rotavirus fue mayor. 

De acuerdo a la bibliografía disponible, las técnicas de concentración tanto para 

aguas como para el eluido viral de las verduras, presentan variedad de opciones 

metodológicas como por ejemplo ultracentrifugación, ultrafiltración, precipitación con 

PEG y filtración con membranas cargadas (Stals et al., 2012). Estas técnicas presentan 

diferentes rangos y porcentajes de recuperación viral a partir de un inóculo. Según lo 

reportado, la técnica más eficaz en aguas es la ultrafiltración con un rango de 
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recuperación entre 42,73 y 65,26% y continúa en eficacia la precipitación con PEG con un 

rango de recuperación entre 10,56 y 24,42% (Poma et al., 2013). En eluidos virales a partir 

de alimentos la filtración con membranas cargadas presenta rangos de detección entre 

5,2 y 53,6% (Fumian et al., 2009); y la precipitación con PEG entre un 2,9 y 61,1% (Stals et 

al., 2012). Los porcentajes de recuperación obtenidos en la evaluación que se realizó en 

este trabajo son comparables con aquellos que se presentan en la bibliografía tanto para 

aguas (10,4 - 18,0 %) como para alimentos (13,3 - 84,6%) y en este último caso las 

variables analizadas permitieron aumentar los valores de recuperación respecto a los 

obtenidos por otros autores. 

La dosis infecciosa de los virus entéricos es muy baja, por lo que una pequeña 

cantidad de partículas virales presentes en los alimentos es capaz de infectar a quienes 

los consuman. Resulta entonces necesario conocer el LD de la metodología para la 

detección de estos virus, para así poder evaluar con mayor precisión los potenciales 

riesgos para la salud de los consumidores de vegetales contaminados. Los resultados 

obtenidos en este análisis son semejantes a los obtenidos por otros autores en matrices 

comparables, mostrando que el método optimizado permite identificar muy bajas cargas 

virales iniciales en las matrices contaminadas (Coudray et al., 2013; Fumian et al., 2010; 

Stals et al., 2012). 

En la actualidad es posible vincular la seguridad alimentaria con la salud pública 

mediante la evaluación cuantitativa del riesgo microbiológico (Kundu et al., 2018; Owusu-

Ansah et al., 2017). Para poder realizar este análisis uno de los requisitos es determinar la 

exposición a través de la cuantificación de los virus presentes en el vehículo de 

transmisión, en nuestro caso en las verduras de hoja. Como producto del trabajo 

desarrollado, se logró optimizar una técnica que arrojó valores aceptables de 

recuperación viral y de detección de carga genómica inicial en las matrices analizadas. 

Esto permite disponer de un ensayo estandarizado de detección de virus en matrices 

alimenticias, para la formulación de pautas que garanticen la calidad virológica de 

verduras de hojas verdes en escenarios ambientales específicos, para así reducir el riesgo 

de infecciones virales a población expuesta al consumo de estos vegetales. 
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CAPÍTULO III 

Análisis de la calidad virológica de aguas de irrigación y verduras de hoja 
asociadas al riego en el cinturón verde de la Provincia de Córdoba, Argentina. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La persistencia prolongada en el ambiente es uno de los atributos biológicos de los 

virus productores de gastroenteritis, que explica la circulación sostenida en ambientes 

terrestres y acuáticos. La mayoría de las aguas residuales tratadas para bajar la 

concentración de materia orgánica y disminuir la carga bacteriana, así como las aguas 

residuales sin tratar, fluyen hacia los cuerpos de agua superficiales, los que a su vez 

entran en contacto con aguas subterráneas resultando finalmente todos estos cursos de 

agua potencialmente contaminados con virus y afectando sus posteriores usos. En 

Argentina, se ha notificado una alta incidencia de virus entéricos, como norovirus (NoV), 

rotavirus (RV), astrovirus humano (HAstV), virus de las hepatitis A (HAV) y E (HEV) y 

enterovirus humano (EV) en diferentes entornos de aguas superficiales, utilizadas en 

general con fines de recreación y/o captación de agua (Aguirre et al., 2019; Barril et al., 

2015; Farias et al., 2019; Fernandez et al., 2012; Masachessi et al., 2017; Prez et al., 2015). 

La ciudad de Córdoba obtiene los productos derivados de la horticultura del 

cinturón verde del área central de la Provincia de Córdoba. Un cinturón verde es una 

política de clasificación de suelos, utilizada en la planificación urbana, para conservar 

áreas de vegetación salvaje o terreno agrícola alrededor de núcleos urbanos. El cinturón 

verde local está conformado por pequeñas unidades productivas de 2 a 15 hectáreas, que 

se explotan de forma intensiva y se encuentran dentro o en la periferia del ejido urbano 

de las ciudades y cercano a cursos de agua (Figura 1) (AProduCo, 1995). 

 

Figura 1. Parches de producción primaria en 

el cinturón verde del área central de la 

Provincia de Córdoba. Extraído y modificado 

de “Situación de contexto del área central 

bajo riego de la provincia de Córdoba” en La 

Voz del Interior. 
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El objetivo de este capítulo fue evaluar la calidad virológica de verduras de hojas verdes y 

sus correspondientes aguas de irrigación en dos puntos del cinturón verde de la Provincia 

de Córdoba: producción urbana en la ciudad de Córdoba y producción rural en la ciudad 

de Colonia Caroya. Además se determinó la circulación poblacional de virus entéricos en 

la comunidad de Córdoba y su correlación con virus entéricos en aguas de irrigación y 

verduras. 

 

 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. SISTEMA DE PRODUCCIÓN URBANA: Chacra La Merced – Canal de irrigación Río 

Suquía 

2.1.1. Descripción del escenario urbano 

La ciudad de Córdoba, capital de la provincia, se ubica en la Región Central de 

Argentina y tiene aproximadamente 1.317.298 habitantes, con una densidad poblacional 

de 2.308 habitantes/km2 (INDEC, 2010). El río Suquía atraviesa la ciudad de oeste a este 

con un caudal de agua de 10 m3/seg sujeto a fluctuaciones estacionales. En su recorrido 

por la ciudad, el río Suquía recibe la descarga de efluentes y aguas residuales industriales 

no tratados o mal tratados y luego de abandonar la ciudad, recibe las descargas de la 

planta de tratamiento de líquidos cloacales “Bajo Grande” (Figura 2). Este sistema de 

cloacas cubre el 61% de la población y en sus instalaciones no se procesan aguas 

residuales industriales. El procesamiento que las aguas reciben en la planta implica los 

siguientes pasos: filtración, sedimentación, percolado y desinfección con hipoclorito de 

sodio. 

Luego de que el río Suquía atraviesa el anillo de circunvalación al este de la ciudad, 

se deriva de él un sistema de canales que se utilizan para irrigar las verduras de las fincas 

ubicadas en el área del cinturón verde llamado "Chacra La Merced". Uno de los 

principales canales de riego nace aguas abajo del puente San José del río Suquía, ubicado 

a 200 m río abajo de la planta de tratamiento de líquidos cloacales “Bajo Grande” (Figura 

2). Las hortalizas cosechadas en esta área se comercializan en un mercado mayorista. 
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Figura 2. Ubicación de los sitios de muestreo en la Ciudad de Córdoba. Río Suquía 
remarcado en azul; círculo gris planta de tratamiento de residuos cloacales “Bajo 
Grande”; círculo celeste Puente San José; recuadro verde área de Chacra La Merced. 
 

2.1.2. Recolección de las muestras 

Durante los meses de julio a diciembre de 2012 se recolectaron un total de 37 

muestras correspondientes a aguas y hortalizas de tres puntos diferentes: aguas 

residuales sin tratar de la planta de tratamientos residuales “Bajo Grande” (n = 6), agua 

del río Suquía en el puente San José (n = 12) y verduras de hojas verdes (n = 19) de una 

granja ubicada en el área de Chacra La Merced (Figura 2). Las muestras de aguas 

residuales sin tratar (1,5 L) se recolectaron mensualmente del canal de entrada a la planta 

municipal. Las aguas de riego (1,5 L) se recolectaron dos veces al mes en el puente San 

José. Las muestras de agua se tomaron en horas de la mañana en botellas plásticas 

estériles. El muestreo de vegetales se realizó en una unidad productiva de Chacra La 

Merced con características comunes a las unidades productivas de la zona, tres veces al 

mes se recolectaron cinco tipos diferentes de verduras que se consumen crudas: espinaca 

(Spinacia oleracea), lechuga (Lactuca sutiva), rúcula (Eruca sativa), achicoria (Cichorium 

intybus) y acelga (Beta vulgaris). Estas verduras (aproximadamente 700 g cada una) 

fueron adquiridas de acuerdo a la disponibilidad de vegetales en el momento del 

muestreo. Todas las muestras de aguas residuales, agua de riego y vegetales se 
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mantuvieron en recipientes individuales estériles a 4-8 °C hasta su llegada al laboratorio, 

donde se procesaron dentro de las 24 h posteriores a la recolección. 

Previamente, en el río Suquía se determinaron, en el área donde se abren los 

canales de irrigación, cargas bacterianas > 4,6x105 NMP/100 mL para coliformes totales y 

>1,5x105 NMP/100 mL para coliformes fecales (Prez et al., 2015). Por este motivo y al no 

modificarse las condiciones sanitarias y ambientales no se realizó un nuevo muestreo. 

 

2.2. SISTEMA DE PRODUCCIÓN RURAL: Colonia Caroya, verduras y canales de riego 

2.2.1. Descripción del escenario rural 

La ciudad de Colonia Caroya (Departamento Colón, Provincia de Córdoba) se 

localiza en el centro-norte de la provincia de Córdoba y se ubica a 50 km al norte de la 

ciudad de Córdoba, cuenta con 20.821 habitantes y una densidad poblacional de 298,7 

habitantes/km² (INDEC, 2010). En su trazado urbano Colonia Caroya presenta una 

distribución poblacional a lo largo de la avenida principal, otorgándole una fuerte 

estructura lineal rodeada en su extensión por una zona rural de chacras donde se llevan a 

cabo las actividades de producción primaria como cría de animales, cultivos de soja, maíz, 

trigo, alfalfa, frutas y verduras (Figura 3). En esta localidad no hay sistema de red cloacal, 

lo que impidió obtener un muestreo para el estudio de circulación de virus en la 

comunidad. 

 

Figura 3. Ciudad de Colonia Caroya con los ríos Carnero y Jesús María remarcados en 
celeste. Los puntos indican el nacimiento de los canales Huergo y San Carlos que dan 
origen al sistema de irrigación por acequias de la localidad. 
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Colonia Caroya es uno de los oasis de riego de la Provincia debido a que toma el 

agua de dos cuencas: el río Jesús María a través del canal Huergo y el río Carnero por el 

canal San Carlos. Ambos canales se abastecen de napas subterráneas y proveen de agua a 

la ciudad, tanto para riego como para consumo humano. Si bien los primeros tramos de 

ambos canales están entubados, luego al ramificarse en dirección norte y sur, transcurren 

a cielo abierto por acequias, atravesando barrios marginales hasta las unidades 

productoras. El canal Huergo se utiliza para la irrigación de las quintas de la zona norte y 

el canal San Carlos para las quintas de la zona sur (Figura 3). La disponibilidad de uso del 

agua para cada una de las unidades productoras se reparte en turnos de agua y en 

general estos turnos ocurren cada quince días. 

 

2.2.2. Recolección de las muestras 

Durante el período de julio de 2014 a junio de 2015 se recolectaron un total de 

125 muestras en la ciudad de Colonia Caroya correspondientes a aguas de irrigación (24) 

y verduras de hoja (101). En horas de la mañana y cada quince días se tomaron muestras 

de aguas (2 L) en botellas estériles, de la compuerta de entrada del canal de agua a la 

chacra. Semanalmente y de acuerdo a la disponibilidad de vegetales en el momento del 

muestreo, se recolectaron dos muestras de verduras de aproximadamente 700 g cada 

una (lechugas de varios tipos n=76 y achicorias n=25) las cuales se colocaron en bolsas 

estériles. Todas las muestras de aguas y vegetales se mantuvieron en recipientes 

individuales a 4-8 °C hasta su llegada al laboratorio, donde se procesaron dentro de las 24 

h posteriores a la recolección. 

 

2.3. Variables bacteriológicas 

Alícuotas de 0,5 L de cada muestra de acequia que irrigan la unidad productora se 

derivaron al laboratorio de Bioquímica especializada ´Micro Bio Lab´ de la localidad de 

Colonia Caroya para realizar la determinación de coliformes totales y fecales mediante el 

método del número más probable (NMP). 
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2.4. Concentración de virus en muestras de agua 

La concentración de virus en las muestras de aguas se realizó utilizando el método 

de precipitación con PEG descripto en el apartado “2.4.3. Procesamiento de la matriz 

acuosa” del Capítulo II. 

 

2.5. Elución y concentración de virus en verduras 

La elución viral en vegetales se realizó aplicando el tratamiento D, método que 

presentó mayor performance y que fue descripto en el Capítulo II apartado “2.4.2. 

Procesamiento de muestras vegetales”. Brevemente, cada muestra de verdura se picó en 

trozos de aproximadamente 2,5 x 2,5 cm y se colocó en un recipiente estéril, al cual se le 

añadió 1,5 L de caldo de elución compuesto por extracto de carne al 2,9% p/v y glicina al 

6% p/v a pH 9,5. Se colocó el recipiente en incubación suave (80 rpm) por 2 h a 

temperatura ambiente. Luego se recuperó el caldo y se añadió una solución de PEG 6000 

al 10% (p/v) con NaCl al 2% (p/v) y se llevó a agitación a 4 °C durante toda la noche. 

Finalmente se centrifugó a 10.000 rpm durante 30 minutos a 4 °C y el sedimento se 

suspendió en 15 mL de PBS estéril. El concentrado viral se almacenó a -80 °C hasta su 

procesamiento (Guevremont et al., 2006). 

 

2.6. Detección de enterovirus infectivo (iEV) 

La infectividad de enterovirus se evaluó mediante la inoculación de los 

concentrados virales en la línea celular CaCo-2. Previo a la inoculación, los concentrados 

virales se trataron con cloroformo en proporción 1:1 y se les incorporó antibióticos y 

antimicóticos (penicilina 10.000 U/mL; estreptomicina 2,5% y fungizona 250 μg/mL). 

Luego de este tratamiento, los concentrados de aguas y verduras se analizaron por 

duplicado siguiendo procedimientos operativos estándares (WHO, 2004). Después de la 

inoculación, las células se incubaron a 36 °C durante 5 a 7 días en atmósfera de CO2 al 5%. 

El efecto citopático se examinó diariamente con un microscopio invertido. La presencia 

de iEV fue confirmada por un ensayo de inmunofluorescencia directa. La mezcla de 

anticuerpos utilizada para la detección de EV humano consistió en monoclonales anti-
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coxsackievirus tipo A9, anti-coxsackievirus tipo B (B1, B2, B3, B4, B5 y B6), anti-echovirus 

(serotipos 4, 6, 9, 11, 30 y 34); anti-poliovirus (serotipos 1, 2 y 3) y anti-enterovirus 

(serotipos 60, 71 y Cox A16) (Chemicon International Temecula, CA, USA). 

El límite de detección de enterovirus infectivo por amplificación en cultivo celular 

acoplado a un ensayo de inmunofluorescencia directa se determinó previamente en 500 

CCID50 (del inglés Cell Culture Infectious Dose 50%). 

 

 

2.7. Detección y caracterización de genomas de virus 

2.7.1. Extracción de ácidos nucleicos y síntesis de ADNc 

Se utilizaron 140 µL del concentrado final (de aguas y verduras) para extraer el 

ARN viral mediante el kit comercial QIAamp Viral RNA (Qiagen Inc., Hilden, Alemania). Se 

siguió el protocolo del fabricante y el ARN viral purificado se eluyó en 30 µL de buffer de 

elución. 

Se incubaron 18 μL de ARN durante 5 min a 95 °C y se enfrió en hielo durante 2-5 

min para producir ADNc. Luego se agregó a los tubos (conteniendo el ARN 

desnaturalizado) 12 μL de la mezcla de reacción para la transcripción reversa, de manera 

que las concentraciones finales fueran las siguientes: 0,25 µg/µL de random primers, 1 

mM de cada dNTP, 6% DMSO, 200 U de transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen, CA, 

USA), 2 mM DTT y 1 X buffer de la enzima. Se realizó la retrotranscripción durante 50 min 

a 37 °C y se inactivó la enzima durante 15 min a 70 °C. 

 

 

2.7.2. Amplificación y caracterización de genomas virales 

2.7.2.1. Norovirus 

Este ensayo se realizó utilizando los primers y las condiciones de ciclado descriptas 

por Kitajima et al. 2010 (Tabla 1). La detección se realizó mediante una heminested PCR 

dirigida a la región del gen de la cápside viral. En la primera ronda, dos pares de primers 

COG1+ y G1SK- y COG2+ y G2SK- amplificaron una región específica para los genogrupos 
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GI y GII, dando como resultado fragmentos de 380 y 398 pb respectivamente. Luego, en 

dos segundas rondas, se generaron amplicones de 329 pb para GI (primers G1SK+  y  

G1SK-) y 343 pb para GII (primers G2SK+ y G2SK-) (Kitajima et al., 2010). 

Se utilizó como control positivo materia fecal confirmada NoV positiva por 

secuenciamiento génico (datos no mostrados). 

2.7.2.1.1. Secuenciación y análisis filogenético de norovirus 

Las muestras que resultaron positivas para alguno de los genogrupos de NoV se 

enviaron a purificar y secuenciar con el mismo par de primers de la heminested PCR, en el 

laboratorio de servicios Macrogen de Corea (www.macrogen.com). Cada producto de 

amplificación fue secuenciado en ambos sentidos (5’ y 3’). 

La edición, alineación y comparación de las secuencias nucleotídicas obtenidas se 

realizó utilizando el programa MEGA-X (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) versión 

10.1. Las secuencias consenso obtenidas fueron comparadas con las secuencias de cepas 

patrones publicadas en el GenBank, utilizando el programa BLAST. Se realizó el 

alineamiento múltiple de secuencias con el programa Clustal W. Las relaciones 

filogenéticas de las secuencias obtenidas fueron calculadas, aplicando como modelo de 

sustitución nucleotídica el método Kimura-2-parámetros. La significancia estadística de 

las filogenias inferidas se estimó usando el método Neighbor-Joining con un bootstrap de 

1000 pseudorrepeticiones. 

2.7.2.2. Rotavirus 

La amplificación de la región de la proteína VP7 se realizó en una primera PCR con 

el par de primers Beg9 y End9 descritos por Gouvea et al. 1990, el tamaño esperado del 

amplicón es un fragmento de 1.062 pb. Para la amplificación de secuencias de los 

genotipos G de mayor prevalencia a nivel mundial se aplicó heminested multiplex PCR con 

End9 y primers específicos de genotipo viral. Los primers utilizados en la ronda 

heminested fueron aBT1 para determinar G1; aCT2 para determinar G2; aET3 para 

determinar G3; aDT4 para determinar G4; aAT8 para determinar G8 y aFT9 para 

determinar G9 (Tabla 1). Los tamaños de los amplicones de reacción que se esperan 

http://www.macrogen.com/
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obtener son los siguientes: G1, 749 pb; G2, 652 pb; G3, 374 pb; G4, 583 pb; G8, 885 pb y 

G9, 306 pb.(Gouvea et al., 1990). 

La amplificación de la región de la proteína VP4 se realizó en una primera PCR con 

el par de primers Con2 y Con3 descritos por Gentsch et al. 1992, el tamaño esperado es 

un fragmento de 876 pb. Los productos de la primera reacción de PCR fueron sometidos a 

una segunda ronda de amplificación con el primer genérico Con3 y una mezcla de primers 

internos específicos para secuencias de los genotipos P humanos: 1T-1 y 1T-1D para 

determinar P[8]; 2T-1 para determinar P[4]; 3T-1 para determinar P[6]; 4T-1 para 

determinar P[9] y 5T-1 para determinar P[10]. Los tamaños de los productos de reacción 

esperados son los siguientes: P[4], 483 pb; P[6], 267; P[8], 345 pb; P[9], 391 pb; y P[10], 

583 pb (Gentsch et al., 1992; Iturriza-Gomara et al., 2000). 

Se utilizó como control positivo la cepa vacunal de rotavirus RIX4414. 

2.7.2.3. Astrovirus humano 

La detección molecular se realizó mediante una nested PCR dirigida a la región C 

del segundo marco de lectura abierto (ORF2). La primera ronda de PCR se realizó con los 

primers PreCap1 y 12G descriptos por Sakamoto et al. 2000., el tamaño esperado es un 

amplicón de 2.411 pb. Para la amplificación de secuencias de los genotipos de mayor 

prevalencia de astrovirus humanos, los productos de la primer PCR se sometieron a una 

segunda ronda de amplificación con el primer End y una mezcla de primers internos 

específicos de genotipo HAstV-1 a HAstV-8 (Tabla 1). Los tamaños de los productos de 

reacción esperados son: HAstV-1, 212 pb; HAstV-2, 158 pb; HAstV-3, 119 pb; HAstV-4, 258 

pb; HAstV-5, 388 pb; HAstV-6, 427 pb; HAstV-7, 548pb y HAstV-8, 599 pb (Sakamoto et 

al., 2000). 

Se utilizó como control positivo materia fecal confirmada HAstV positiva por 

secuenciamiento génico (datos no mostrados). 
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Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados para la detección de norovirus, rotavirus y astrovirus 

humanos (Gentsch et al., 1992; Gouvea et al., 1990; Iturriza-Gomara et al., 2000; Kitajima 

et al., 2010; Sakamoto et al., 2000). 

Virus 
Región 

genómica 

Primer 

Nombre y 

(Polaridad) 
Secuencia 5´-3´ Posición 

NoV 

Región 

N/S de la 

cápside 

COG1 (+) CGYTGGATGCGNTTYCATGA 5291-5310 
G1SK (-) CCAACCCARCCATTRTACA 5653-5671 
G1SK (+) CTGCCCGAATTYGTAAATGA 5342-5362 
COG2 (+) CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG 5003-5028 
G2SK (-) CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT 5379-5401 
G2SK (+) CNTGGGAGGGCGATCGCAA 5058-5076 

RV 

Gen VP7 

Beg9 (+) GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG 1-28 
End9 (-) GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 1062-1036 
aBT1 (+) CAAGTACTCAATCAATGATGG 315-335 
aCT2 (+) CAATGATATTAACACATTTTCTGTG 411-435 
aET3 (+) CGTTTGAAGAAGTTGCAACAG 689-709 
aDT4 (+) CGTTTCTGGTGAGGAGTTG 480-498 
aAT8 (+) GTCACACCATTTGTAAATTCG 178-198 
aFT9 (+) CTAGATGTAACTACAACTAC 757-776 

Gen VP4 

Con3 (+) TGGCTTCGCCATTTTATAGACA 11-32 
Con2 (-) ATTTCGGACCATTTATAACC 868-887 
1T-1 (-) TCTACTTGGATAACGTGC 339-356 
2T-1 (-) CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC 474-494 
3T-1 (-) TGTTGATTAGTTGGATTCAA 259-278 
4T-1 (-) TGAGACATGCAATTGGAC 385-402 
5T-1 (-) ATCATAGTTAGTAGTCGG 575-594 
1T-1D (-) TCTACTGGYTTYACNTG 340-356 

HAstV ORF2 

PreCap1 (+) GGACTGCAAAGCAGCTTCCTG 62-82 
12G (-) TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGC 2454-2473 
HAstV-1 (+) AACCAAGGAATGACAATGAC 2166-2185 
HAstV-2 (+) ACCTGCGCTGAGAAACTG 2247-2264 
HAstV-3 (+) CTGCTTGCATCTGGTCTTTCA 2283-2303 
HAstV-4 (+) TGATGATGAAGACTCTAATAC 2071-2091 
HAstV-5 (+) TAGTAACTTATGATAGCC 2014-2031 
HAstV-6 (+) TGGCCACCCTTGTTCCTCAGA 1951-1971 
HAstV-7 (+) CTAGACAACAACAACCCG 1842-1859 
HAstV-8 (+) GGTAAGTGGTACCTGCTAACTAG 1753-1775 
End (-) TCCTACTCGGCGTGGCCGC 2377-2359 
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2.7.3. Detección del genoma viral 

Los productos de PCR se resolvieron por electroforesis en geles de poliacrilamida 

al 10% seguido de tinción con sales de plata, para lograr una alta resolución de los 

productos obtenidos (Herring et al., 1982; Laemmli, 1970). 

 

2.8. Análisis estadístico 

Se utilizó la prueba de Kruskal Wallis no paramétrica para evaluar si existían 

diferencias significativas entre los genogrupos / genotipos detectados en las matrices 

analizadas. Los valores de P inferiores a 0,05 indicaron diferencias significativas para las 

variables medidas, los análisis estadísticos se realizaron con InfoStat (Di Rienzo et al., 

2018). 

 

 

 

3. RESULTADOS 
 

3.1. Cinturón Verde: Chacra la Merced – Canal de irrigación Río Suquía 

3.1.1. Detección de virus entéricos 

Al menos uno de los grupos virales estudiados se detectó en todas las muestras de 

aguas residuales, agua de riego y vegetales de hojas verdes. Los resultados se resumen en 

la Tabla 2. 

Se detectó genoma de NoV y/o RV y/o HAstV en el 100% de las muestras de aguas 

cloacales y aguas de irrigación y iEV se detectó de manera intermitente y en frecuencia 

significativamente menor (≤ 50%). En verduras, se detectó genoma de NoV y/o RV y/o 

HAstV en el 73,6% (14/19) y iEV en el 79% (15/19) de las muestras estudiadas. 
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Tabla 2. Detección de virus entéricos en muestras de cloacas, aguas de riego y cultivos de 
hojas verdes. 

Muestras (n) 
Virus detectados, n (%) 

NoV RV HAstV iEV 

Cloacas (6) 6 (100) 6 (100) 5 (83) 3 (50) 

Aguas de Irrigación (12) 8 (67) 9 (75) 9 (75) 4 (33) 

Verduras (19) 11 (58) 1 (5) 6 (32) 15 (79) 

Lechuga 1 

Lechuga 2 

Lechuga 3 

Lechuga 4 

Lechuga 5 

Lechuga 6 

Lechuga 7 

Espinaca 1 

Espinaca 2 

Espinaca 3 

Achicoria 1 

Achicoria 2 

Rúcula 1 

Rúcula 2 

Acelga 1 

Acelga 2 

Acelga 3 

Acelga 4 

Acelga 5 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+: muestra positiva; -: muestra negativa 

 

 

La detección temporal de virus entéricos en las aguas de río utilizadas para el riego 

y en los vegetales se muestra en la Figura 4. NoV y HAstV se detectaron desde julio a 

diciembre de 2012 en al menos una muestra de agua de riego analizada por mes, excepto 

en noviembre; y RV al menos en una muestra de agua de riego analizada por mes, pero 

no en septiembre. iEV se identificó en una de las dos muestras de agua de riego 
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recolectadas en julio-septiembre y diciembre y no se detectó en octubre y noviembre. En 

los vegetales, NoV y iEV se detectaron durante todo el período estudiado en al menos una 

muestra analizada por mes. HAstV se detectó en verduras en el período agosto-diciembre 

y RV sólo se detectó en una muestra de lechuga recolectada en noviembre. 

 

 

 

 

Figura 4. Frecuencia de detección mensual de virus entéricos en A) aguas de irrigación del 
río Suquía y B) verduras de hojas verdes recolectadas en Chacra La Merced. 
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3.1.2. Caracterización molecular 

Se detectaron múltiples genotipos y/o genogrupos virales en las muestras de 

aguas cloacales, que representan las variantes virales que se encuentran en circulación en 

la comunidad de Córdoba capital. Además, en la mayoría de las muestras de agua de 

irrigación y en algunas muestras de verduras se identificaron múltiples genotipos y/o 

genogrupos en la misma muestra. La caracterización molecular de los virus detectados se 

muestra en la Figura 5. 

NoV GI fue el genogrupo más frecuentemente identificado en las aguas residuales 

y en las verduras, mientras que el GII fue el más detectado en las aguas de riego (P<0,05). 

El gen VP7 de RV se caracterizó en todas las muestras positivas para rotavirus. Se 

observó un patrón similar de distribución de G tipos de rotavirus en aguas residuales y 

aguas de riego (P<0,05). La única muestra de verdura (lechuga) que fue positiva para RV, 

resultó G3, siendo este G tipo uno de los más prevalentes en aguas residuales y agua de 

riego. El gen de la proteína VP4 no se pudo caracterizar en las verduras. En las aguas 

residuales el P-tipo dominante fue P[8] (43 %) seguido de P[6] (21 %); P[4] y P[10] se 

detectaron en el 14 % de las muestras y P[9] en el 7%. En las aguas de irrigación solo se 

pudo caracterizar el P-tipo en tres muestras, siendo P[8] el más frecuente (60 %) y P[4] y 

P[6] en una frecuencia del 20 % cada uno. 

De las seis muestras HAstV positivas en verduras, se caracterizaron cinco 

genotipos siendo G5 y G7 los tipos dominantes detectados en aguas residuales, aguas de 

riego y verduras de hoja (P<0,05 respecto al resto de G tipos identificados). También se 

detectaron otros genotipos de HAstV en las diferentes matrices (G2, G3, G6 y G8). 
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Figura 5. Distribución proporcional de cepas virales detectadas en aguas residuales, aguas 
de riego y verduras de hojas verdes en Chacra La Merced. 
 

 

3.2. Cinturón Verde: Colonia Caroya – Canales de irrigación 

3.2.1. Niveles de bacterias indicadoras en las aguas de irrigación 

El total de las muestras de la acequia fueron positivas para coliformes totales y 

fecales. Los niveles medios fueron 1,3x104 NMP/100 mL (rango 4,2x102-7,2x104) para 

coliformes totales y 4,4x103 NMP/100 mL (rango 6x101-1.9x104) para coliformes fecales 

(Figura 6). 
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Figura 6. Cargas bacterianas (representadas en Log10 de NMP/100 mL) detectadas en las 
muestras de acequias. Límites guía bacterianos para aguas de irrigación: coliformes 
fecales ≤400 NMP/100 mL (log10 2,6 en línea amarilla) y coliformes totales ≤1000 
NMP/100 mL (log10 3 en línea roja). Meses en verde corresponden a la estación húmeda, 
meses en naranja corresponden a la estación seca. 
 

 

 

Sólo en el mes de junio se detectó carga bacteriana inferior al límite establecido 

por la FAO para coliformes totales; sin embargo la carga de coliformes fecales superó el 

nivel guía establecido por la normativa vigente para calidad microbiológica de agua de 

riego. La carga de bacterias indicadoras de contaminación fecal en las aguas de riego en la 

estación seca (ES), que se extendió de julio a octubre de 2014 y el período de mayo a 

junio de 2015, fue: coliformes totales 7,4x103 NMP/100 mL (rango 4,2x102- 3,1x104) y 

coliformes fecales 2,5x103 NMP/100 mL (rango 6x101-8,6x103). Los niveles de carga 

bacteriana fueron similares en la estación húmeda (EH) respecto a la ES (P>0,05), que 

incluyó desde noviembre de 2014 hasta abril de 2015: coliformes totales 2,37x104 

NMP/100 mL (2,1x103-7,2x104) y coliformes fecales 7,2x103 NMP/100 mL (9,5x102-

1,9x104). 
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3.2.2. Detección de virus entéricos 

La Tabla 3 resume las frecuencias de NoV, RV y iEV en aguas de acequia y verduras 

de hoja verde. El análisis general de frecuencia de detección viral en ambas matrices 

indicó que NoV fue el patógeno con una tasa positiva de detección más alta (56 %, 

70/125), seguida por iEV (36 %, 45/125) (P>0,05), mientras que RV fue el patógeno viral 

menos detectado (22,4 %, 28/125). No se observaron diferencias en la detección del virus 

entérico en términos del tipo de vegetal de hoja verde (achicoria o lechuga) (P>0,05). 

 

 

Tabla 3. Detección de virus entéricos en verduras de hoja verde y aguas de riego en 

Colonia Caroya. 

Tipo de muestra n 
Virus detectados, n (%) 

NoV RV iEV 

Verduras 101 61 (60,4) 23 (22,7) 36 (35,6) 

Achicoria 25 18 (72,0) 6 (24,0) 12 (48,0) 

Lechuga 76 43 (56,6) 17 (22,4) 24 (31,6) 

Aguas de irrigación 24 9 (37,5) 5 (20,8) 9 (37,5) 

 

 

La detección temporal de virus entéricos en las aguas de acequia utilizadas para 

riego y en los vegetales de hojas se muestra en la Figura 7. En las aguas de irrigación se 

observó la presencia de NoV, RV e iEV tanto en la ES como en la EH. En los vegetales de 

hojas verdes, NoV se detectó durante todo el período estudiado en al menos una muestra 

analizada por mes, al igual que iEV, salvo para el mes de noviembre. RV resultó positivo 

en 8 de los 12 meses analizados con detecciones en las dos estaciones. 
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Figura 7. Frecuencia de detección mensual de virus entéricos en A) aguas de acequias y B) 

verduras de hojas verdes recolectadas en Colonia Caroya, Córdoba. Meses en color verde 

corresponden a la estación húmeda, meses en color naranja corresponden a la estación 

seca. 

 

 

3.2.3. Caracterización molecular 

El 20% de las verduras mostraron múltiples genotipos/genogrupos reflejando la 

presencia simultánea de diferentes virus y cepas virales en la muestra analizada. NoV GI 

fue el genogrupo más frecuentemente identificado en muestras de agua de riego (70%, 

7/10) y vegetales (48/72, 66,7%) (Figura 8). 

El gen VP7 de RV se caracterizó en todas las muestras positivas. Se observó un 

patrón similar de distribución de G tipos en hortalizas y aguas de riego (P <0,05). G3 fue el 

genotipo más común en ambas matrices, seguido de G2 y G9 (P<0,05). En muestras 
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vegetales, también se detectaron G4 y G1. El gen de la proteína VP4 se pudo determinar 

en 19/23 muestras de vegetales (82,6 %) y en una de las aguas de riego (1/5, 20%). En los 

vegetales, P[8] fue el P tipo más frecuente, seguido de P[10] y P[4]. También se 

detectaron P[6] y P[9] (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Distribución proporcional de las cepas de norovirus y rotavirus detectadas en 

aguas de acequias y verduras de hoja verde en Colonia Caroya. 

 

 

Nueve de las 70 muestras NoV positivas (13%), pudieron ser secuenciadas y 

analizadas filogenéticamente en un árbol de máxima verosimilitud. A través del análisis 

filogenético de las cepas genogrupo II de NoV, éstas fueron caracterizadas como genotipo 

GII.4 variante Sydney 2012 (8/9) en verduras y aguas de irrigación, código de acceso en 

GenBank MT048671 a MT048678 (Figura 9B). La única muestra que se pudo secuenciar 

para el genogrupo GI resultó ser genotipo GI.7, que agrupó en el mismo cluster con cepas 

aisladas de brotes en Reino Unido, código de acceso en GenBank MT076466 (Figura 9A). 
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Figura 9. Árboles filogenéticos realizados con secuencias que amplificaron una región del 

ORF2 de NoV. A) NoV GI con 313 nt. Se utilizó como outgroup la cepa de NoV GII.4 

(código de acceso JQ613511). B) NoV GII con 251 nt. Se utilizó como outgroup la cepa de 

NoV GI.7 (código de acceso AY6755555). Las cepas detectadas en este análisis se indican 

con un círculo negro. En los nodos se muestran los valores de bootstrap mayores al 70%. 

La barra indica la distancia que representa 20% de divergencia. 
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4. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

Los alimentos, en particular las verduras de hoja, pueden contaminarse con virus 

en las etapas de pre y post cosecha. En la etapa posterior a la cosecha, la principal fuente 

de contaminación viral se podría atribuir a los manipuladores de alimentos infectados, 

que están involucrados en la recolección, el empaque y/o la preparación de los alimentos 

(Daniels et al., 2000). Bidawid et al. demostraron que el 9,2 % de las partículas de virus 

infectivas presentes en las manos de trabajadores, pueden transferirse a las verduras 

durante su manipulación. En general, la contaminación de alimentos en esta etapa es con 

un solo tipo de virus en particular, que es el mismo que infectó al manipulador de 

alimentos (Bidawid et al., 2000). En la etapa previa a la cosecha los alimentos pueden 

contaminarse durante el crecimiento de las hortalizas por contacto con fertilizantes 

contaminados, aguas residuales y/o el uso de agua de riego contaminada. La 

contaminación viral en esta etapa se caracteriza por la presencia de virus de diferentes 

grupos y tipos (Cheong et al., 2009; El-Senousy et al., 2013). 

Con respecto a la calidad del agua para riego, el uso de indicadores bacterianos 

que reflejen la presencia de virus patógenos humanos es actualmente un área de debate 

internacional. Es evidente a partir de numerosos estudios, que la presencia de 

indicadores bacterianos "tradicionales" de contaminación fecal no se correlacionan 

consistentemente con la presencia de virus patógenos en las aguas (Aguirre et al., 2019; 

Masachessi et al., 2017). La presencia de genomas virales y virus infectivo en áreas donde 

la contaminación fecal no fue demostrada por indicadores bacterianos, además de sugerir 

una persistencia prolongada del virus en ambientes acuáticos, denota las deficiencias de 

estos marcadores (Miagostovich et al., 2008). Estudios previos en el río Suquía 

demostraron que a medida que el río atraviesa la ciudad, la carga bacteriana en las aguas 

aumenta, superando ampliamente los niveles guías aceptables para calidad 

microbiológica. Específicamente, la carga bacteriana en el área donde se abren del río los 

canales de irrigación para las unidades productivas de chacra la Merced alcanzaron 

niveles tan altos como 1,1x108 NMP/100 mL para coliformes totales y 1,1x107 NMP/100 

mL para coliformes fecales, indicando claramente que estas aguas no deberían ser 

utilizadas para riego. Sin embargo, a pesar de no cumplirse la normativa vigente, las 
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unidades productivas de Chacra la Merced (año 2012) hicieron uso de estas aguas, 

microbiológicamente no aptas, para el riego de vegetales. En el curso del río Suquía, el 

único punto que reveló carga bacteriana por debajo del nivel guía establecido, fue su 

nacimiento con aguas tributarias del embalse San Roque. Sin embargo, en este punto se 

identificó la presencia de virus productores de diarrea (NoV, HAstV y RV) y enterovirus 

viable (Prez et al., 2015). Respecto a la unidad productiva de Colonia Caroya, el 95% de las 

aguas de acequia utilizadas para irrigación arrojaron valores de bacterias superiores a los 

limites guías (coliformes totales >1000 NMP/100 mL y coliformes fecales >400 NMP/100 

mL), la única muestra que presento cargas bacterianas microbiológicamente aceptables 

(para coliformes totales) fue en el mes de Junio 2015 en la estación seca. Es de destacar 

que particularmente en estos meses las temperaturas bajan y por lo tanto la actividad 

biológica del ecosistema de la cuenca hídrica disminuye y junto a ese descenso puede 

disminuir el componente bacteriano de origen no fecal normalizándose los coliformes 

totales y manteniéndose altos los coliformes fecales. 

Los virus, a diferencia de las bacterias, son parásitos intracelulares obligados, por 

lo tanto, la contaminación viral de los alimentos no aumentará durante las etapas de 

producción y procesamiento debido a la replicación viral y los productos contaminados se 

verán, olerán y tendrán un sabor normal. 

Con el objeto de contribuir con información certera sobre contaminación viral en 

matrices ambientales, en este trabajo de tesis se aplicaron métodos moleculares y 

celulares para estimar frecuencias de contaminación y caracterizar virus entéricos en 

aguas residuales, de riego y muestras de verduras asociadas al riego en el cinturón verde 

de la Provincia de Córdoba, Argentina. 

Una desventaja importante de las técnicas de biología molecular utilizadas en la 

detección de virus es su incapacidad para determinar la viabilidad y la infectividad de los 

virus detectados. De esta manera, las técnicas moleculares pueden detectar tipos no 

infecciosos los que no representan una amenaza para la salud. Los tipos no infecciosos en 

una muestra podrían originarse debido a factores naturales como la luz solar, la 

temperatura y la humedad que disminuyen o inactivan la infectividad de los virus 

entéricos. Por lo tanto, la presencia de ácidos nucleicos virales no indica necesariamente 
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la presencia de virus infecciosos (Hamza et al., 2009). Debido a esto, la detección 

molecular de virus entéricos no puede confirmar el papel de los vegetales como vehículos 

transmisores de virus entéricos infecciosos. Para superar esta limitación, en el presente 

estudio, se analizó la presencia de iEV en el agua de riego y las verduras asociadas. De 

acuerdo con el límite de detección de iEV de la técnica aplicada (500 CCID50), cada 

muestra detectada como "iEV positiva" es una fuente potencial de infección. Esta 

evidencia de viabilidad de EV podría indicar condiciones de matriz adecuadas para 

mantener la infectividad de los otros virus analizados por detección genómica. Sumado a 

esto la detección de enterovirus humano refleja que la contaminación fecal es de origen 

humano. 

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis revelaron la detección frecuente 

de NoV, RV, HAstV e iEV en las aguas de riego y en las verduras de hoja analizadas. Esto 

sugiere que la contaminación de estas matrices se produjo durante todo el período 

estudiado y en los dos puntos analizados del cinturón verde de Córdoba, indicando que 

tanto la matriz acuosa como la alimentaria son fuentes potenciales de transmisión viral a 

población expuesta. 

Las aguas residuales de la ciudad de Córdoba, revelaron la circulación continua en 

la comunidad de NoV, RV y HAstV. iEV se detectó en menor frecuencia (50%) en las 

muestras de cloacas, lo que podría ser consecuencia de la presencia de sustancias 

inhibidoras que impiden la amplificación de las partículas virales en los cultivos celulares. 

NoV genogrupos GI y GII, RV genotipos G1-G4 y G9, y HAstV genotipos G5 y G7 se 

detectaron en las aguas residuales, reflejando un patrón de especímenes virales que 

circulan en la comunidad similar al observado en las aguas de riego de la ciudad de 

Córdoba. Esta situación sugiere posibles descargas de aguas residuales locales no tratadas 

o mal tratadas en las aguas ambientales. Desafortunadamente, esto parece ser una 

situación común en diferentes regiones del mundo. Los datos publicados recientemente 

informaron la presencia de virus en diferentes entornos acuáticos, siguiendo la ruta de la 

contaminación de las aguas residuales sin tratar a las aguas superficiales (Iaconelli et al., 

2015; Rusinol et al., 2015). Además, los resultados obtenidos en esta tesis indican que los 

genotipos/genogrupos virales que circulan en la comunidad, también se detectan en 
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hortalizas de hoja verde, lo que sugiere que el agua de riego contaminada sería fuente de 

contaminación viral vegetal. 

En la ciudad de Córdoba iEV se detectó con mayor frecuencia (P<0,05) en 

vegetales (79%) en comparación con la frecuencia detectada en muestras de aguas 

residuales (50%) y agua de riego (33%), lo que podría estar relacionado con la afinidad de 

adhesión de los enterovirus a las hojas verdes (Deboosere et al., 2012; Vega et al., 2005). 

También, podría deberse a que las verduras se rocían con la misma agua de riego antes 

de ser comercializadas. Quizás la combinación de ambos factores citados anteriormente 

podría contribuir a una mayor contaminación de los vegetales con partículas infectivas. 

Esta particularidad no se observó en la detección de iEV realizada en Colonia Caroya, 

siendo comparable la frecuencia de iEV en agua de riego (37%) y en verduras (36%). 

En los últimos años, se informó la presencia de virus en aguas de riego y verduras 

asociadas en trabajos realizados en África, Corea del Sur y Egipto (Cheong et al., 2009; El-

Senousy et al., 2013; van Zyl et al., 2006). Sin embargo, los artículos publicados 

informaron limitaciones para establecer el vínculo entre la contaminación viral de las 

aguas de riego y las muestras de vegetales. Estas limitaciones se refieren a la falta de 

datos en la caracterización molecular de las cepas virales detectadas en el agua y en las 

muestras de hortalizas asociadas. También estudios recientes informaron que se detectó 

RV en 11/134 (8%) de vegetales congelados en la ciudad de México (Parada-Fabian et al., 

2016) y en 9/63 (14%) de agua de riego y 1/61 (1,7%) de verduras crudas 

correspondientes a tres regiones del sur de África (van Zyl et al., 2006). Un estudio 

realizado en Corea del Sur, monitoreó la aparición de virus entéricos en muestras de agua 

subterránea y en vegetales cultivados con estas aguas, detectando la presencia de virus 

en 5/29 (17%) de las aguas subterráneas y en 3/30 (10%) de los cultivos. Adenovirus fue el 

virus más frecuentemente detectado en cuatro muestras de agua subterránea y tres 

vegetales; EV y NoV se detectaron en solo una muestra de agua subterránea y una 

muestra de espinaca, respectivamente, y RV no se detectó durante este estudio (Cheong 

et al., 2009). Las frecuencias de detección de virus entéricos informadas en los trabajos 

citados anteriormente son más bajos a las detectadas en el cinturón verde de Córdoba y 
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confirman el papel de los vegetales como potenciales vehículos transmisores de virus 

entéricos. 

En la localidad de Colonia Caroya, el 56% (70/125) de las muestras analizadas 

resultaron positivas para NoV, siendo GI el genogrupo más prevalente en las dos matrices 

(aguas de irrigación y vegetales), pero solo se puedo caracterizar el genotipo viral en una 

única muestra, correspondiente a una verdura, en la que se identificó el genotipo GI.7. 

Según la bibliografía disponible esta sería la primer detección en verduras del genotipo 

GI.7, sin embargo, ya ha sido detectado en matrices ambientales como aguas 

subterráneas en Corea (Lee et al., 2018), en aguas superficiales en Belem, Brasil (Teixeira 

et al., 2017), en brotes producidos por aguas (Arvelo et al., 2012; Sekwadi et al., 2018) y 

en otras congeladas en Irlanda (Rajko-Nenow et al., 2013) Las dificultades en el 

secuenciamiento de las cepas GI podrían deberse al bajo número de copias del genoma 

en las muestras positivas y/o al deterioro del genoma por condiciones fisicoquímicas del 

ambiente. El análisis filogenético de las cepas de NoV GII mostró la circulación del 

genotipo GII.4 variante Sydney 2012 tanto en acequias como en las verduras asociadas. A 

nivel mundial el genotipo GII.4 es el más prevalente, estudios anteriores realizados en 

aguas de la provincia de Córdoba dirigidos a detectar la región del gen de la polimerasa, 

revelaron la alta circulación de este genotipo (Blanco Fernandez et al., 2011). Un estudio 

realizado en aguas cloacales en diferentes ciudades de Uruguay también demostró la 

circulación del genotipo GII.4 variante Sydney 2012 (Victoria et al., 2016). Las cepas en 

circulación en este punto del cinturón verde de la Provincia de Córdoba son las mismas 

que circulan en la región, pero lo más importante a destacar es que la cepa GII.4 variante 

Sydney 2012 que está presente en verduras, es la misma que se detectó en las aguas de 

irrigación, reforzando la idea de que las aguas son la fuente de contaminación de las 

verduras. 

En función de la ocurrencia de detección de virus entéricos y los perfiles 

genotípicos identificados en el agua y en las muestras de hortalizas asociadas al riego en 

los dos puntos del cinturón verde, nuestros resultados permiten sugerir que la 

contaminación viral de las verduras podría originarse, al menos parcialmente, durante la 

fase de producción en la huerta. La presencia de genomas virales y partículas infecciosas 
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en los alimentos que, en general, no reciben tratamiento antes del consumo, subraya que 

los cultivos verdes pueden actuar como fuentes potenciales de transmisión de virus 

entéricos a población expuesta. 

Los resultados obtenidos del desarrollo de este trabajo de tesis proporcionan los 

primeros datos para Argentina. Este estudio resalta la necesidad de una vigilancia 

sostenida en el tiempo de los virus entéricos en los ambientes acuáticos y el vínculo con la 

contaminación de vegetales en Argentina. Nuestros hallazgos revelan la necesidad de 

intervención con políticas públicas para el uso de las aguas del río como fuente de riego 

de vegetales. Esto sería particularmente relevante para reducir el riesgo de virus 

transmitidos por alimentos debido al consumo de vegetales crudos. 
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CAPÍTULO IV 

Evaluación cuantitativa de riesgo de infección con rotavirus por consumo de 
verduras contaminadas 
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1. INTRODUCCIÓN 

En el Capítulo III se presentaron resultados que ponen en evidencia la 

contaminación virológica de aguas utilizadas para irrigación y vegetales asociados a esas 

aguas, producidos en el área del cinturón verde de la Provincia de Córdoba. Estos 

resultados sugieren la participación de las aguas de riego en la contaminación viral de 

vegetales y presupone que el consumo de estos alimentos conlleva un riesgo de infección 

viral a población expuesta.  

La evaluación cuantitativa de riesgo microbiano (QMRA, del inglés Quantitative 

Microbiological Risk Assessment) es una técnica de modelado probabilístico utilizada para 

evaluar “peligros ocultos” en los alimentos y determinar su impacto sobre la salud de 

individuos expuestos. El análisis de riesgo microbiano implica cuatro fases metodológicas 

que incluyen la identificación del peligro, la evaluación de la exposición, la modelación de 

la dosis-respuesta y finalmente la caracterización del riesgo propiamente dicho (Haas et 

al., 2014). La identificación del peligro consiste en determinar el patógeno de interés; la 

evaluación de la exposición abarca la definición de la vía de exposición y la determinación 

de la concentración de patógeno a la que se expondrá el consumidor; el modelado de 

dosis-respuesta enmarca la probabilidad de infección en función de la dosis de patógeno 

y finalmente, la caracterización del riesgo reúne los modelos de exposición y dosis-

respuesta para estimar la probabilidad de infección o enfermedad (Hamilton et al., 2007). 

Esta metodología es una herramienta poderosa para estimar el orden de magnitud del 

riesgo y se ha aplicado con éxito a una variedad de patógenos y escenarios de exposición 

(Fiona Barker et al., 2013; Mara and Sleigh, 2010; Petterson et al., 2001). 

El objetivo de este capítulo fue estimar la probabilidad de infección con rotavirus 

asociada con el consumo de vegetales de hoja verde obtenidos en dos puntos del 

cinturón verde de Córdoba. 

 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. Muestras de vegetales 

Como matriz alimentaria se utilizaron las verduras de hoja que se obtuvieron en 

los dos puntos del cinturón verde de la Provincia de Córdoba: sistema de producción 
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urbana - Zona Chacra La Merced (n=19) y sistema de producción rural - Zona de Colonia 

Caroya (n=101), que fueron procesadas y analizadas para detección de rotavirus según se 

detalló en el Capítulo III de esta tesis. 

2.2. Cuantificación del genoma de rotavirus 

En las verduras que arrojaron resultado positivo para la detección de rotavirus se 

analizó la cantidad de copias genómicas presentes en la muestra siguiendo las 

condiciones descriptas en el apartado “2.6.2. RT–qPCR para cuantificación del genoma de 

rotavirus” del Capítulo II. 

 

2.3. Análisis cuantitativo de riesgo microbiológico 

Haas y colaboradores (2014) identifican cuatro procedimientos formales para 

determinar el QMRA, a saber: 

2.3.1. Identificación del peligro 

Rotavirus fue elegido para el QMRA en base a los siguientes criterios: ocurrencia y 

persistencia en el medio ambiente (Abad et al., 1994); baja dosis infectivas (Graham et al., 

1987); posibilidad metodológica de detección y cuantificación (Zeng et al., 2008); 

disponibilidad de trabajos publicados sobre rotavirus (Parashar et al., 2013; Sanborn and 

Takaro, 2013); representatividad de un grupo importante de patógenos (Health-Canada, 

2019); y la ocurrencia de enfermedades como diarrea y gastroenteritis en la población 

(Estes and Greenberg, 2013; Giordano et al., 2001; Gomez et al., 1998). 

2.3.2. Evaluación de la exposición 

El análisis de exposición se basó en los siguientes principios: la concentración 

genómica promedio de rotavirus en las muestras de verduras, el consumo de verdura por 

individuo por día en Argentina, la pérdida de carga viral por lavado de las verduras y la 

viabilidad de los virus (Tabla 1). Para calcular la dosis infectiva diaria, la concentración de 

rotavirus en una muestra se multiplicó por la prevalencia del virus en los vegetales, la 

cantidad diaria de consumo de vegetales, la fracción de recuperación viral luego del 

lavado y la fracción de partículas detectadas capaces de causar una infección. 
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Las concentraciones genómicas de rotavirus se determinaron por RT-qPCR. Una 

gran limitación de esta técnica es su incapacidad para determinar la viabilidad y la 

infectividad de los virus detectados, ya que la presencia de ácidos nucleicos virales no 

indica necesariamente la presencia de virus infecciosos (Bofill-Mas et al., 2010; Hamza et 

al., 2009). Para abordar esta limitación, se utilizó en este trabajo la relación previamente 

estimada por Chigor y colab. (2014) de relación entre copias genómicas y partículas 

infectivas de rotavirus. No obstante, la relación entre los virus infecciosos y las copias 

genómicas virales probablemente varía con la matriz de análisis como así también con las 

distintas combinaciones de primers y sondas utilizados para la detección viral (Chigor et 

al., 2014; Rodriguez et al., 2009; Rutjes et al., 2009; Ward et al., 1984). Por lo tanto, el uso 

de esta relación acarrea un nivel de incertidumbre desconocido. Los datos de consumo de 

vegetales por persona por día en Argentina se obtuvieron a través de la revisión de 

múltiples encuestas nacionales (Giacobone et al., 2018). En este reporte, no se hizo 

distinción de cultivares sino que se indica el consumo promedio de vegetales, en general, 

en la población. 

2.3.3. Modelo de dosis-respuesta 

Para estimar la probabilidad de infección por rotavirus se utilizó el modelo de 

dosis-respuesta de β-Poisson (Haas et al., 2014), empleando la siguiente ecuación:  

𝑃𝐼 𝑑 = 1 −  1 +  
𝑑

𝑁50
   2

1
𝛼 −  1  

−𝛼

 

 

donde PI(d) es la probabilidad o riesgo de infección por transmisión alimentaria para un 

individuo expuesto a una dosis de patógeno (d); α es un parámetro que caracteriza las 

relaciones de dosis-respuesta, denominado como constante de infectividad del patógeno; 

y N50 es la dosis infecciosa media o el número de patógenos necesarios para causar una 

infección en el 50 % de la población expuesta (Tabla 1). 

2.3.4. Variabilidad e incertidumbre en los datos 

La incertidumbre se introdujo a través del análisis de la distribución de datos por 

la fuente de muestreo (vegetales de hoja verde crudos). Las simulaciones de Monte Carlo 

se realizaron para 10.000 iteraciones utilizando el software @Risk 7.6 (Palisade 
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Corporation, Newfield, Nueva York). En cada iteración, se tomaron muestras de la función 

de distribución de datos. El resultado del análisis fue el error medio y estándar del riesgo 

de infección, así como la distribución de frecuencia de las probabilidades de infección. Los 

valores recalculados se trazaron en un cuadro y gráfico de bigotes para mostrar los 

valores extremos y el rango de valores medios. 
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3. RESULTADOS 

La única muestra positiva para RV en Chacra La Merced presento una carga viral 

de 10,75 cg/g. En Colonia Caroya 23 muestras de las verduras analizadas resultaron 

positivas para RV con una concentración genómica media de 4,6x102 cg/g (7,5x101 - 

1,2x103 cg/g). 

Se estimó la probabilidad de infección por rotavirus por consumir vegetales de 

hoja verde colectados en la Chacra La Merced de la ciudad de Córdoba y en una chacra de 

la ciudad de Colonia Caroya. 

Teniendo en consideración la pérdida de virus por acción del lavado de los 

vegetales, la relación de virus infectivo a genoma viral y un consumo medio de vegetales 

en los individuos expuestos de 135 g, la dosis media de rotavirus en vegetales de la ciudad 

de Córdoba fue de 10,52 ± 7,78 cg/día, lo que representó una probabilidad de infección 

de 0,52 ± 0,10 (Figura 1), mientras que la dosis de RV en los vegetales colectados de una 

chacra de Colonia Caroya fue de 1,16x103 ± 5,15x102 cg/día, resultando en una 

probabilidad de infección de 0,86 ± 0,02 (Figura 1). 

 

 

 

Figura 1. Probabilidad de infección por RV asociado al consumo de vegetales de hoja 

verde obtenidos de dos puntos del cinturón verde de Córdoba. La probabilidad de 

infección se establece en el rango 0 – 1. 
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La sensibilidad de los resultados del modelo de referencia a los valores y 

parámetros de entrada del modelo, determinados por la correlación de Spearman, reveló 

que el número medio de probabilidad de infección por rotavirus por consumo de 

vegetales fue más sensible a la prevalencia y concentración viral en los vegetales, 

mientras que el tamaño de la porción de vegetales consumida y la reducción viral por 

lavado de los vegetales no mostraron un impacto importante en el riesgo de infección por 

transmisión alimentaria (Figura 2). 

 

A) 

 

B) 

 

Figura 2. Gráfico de tornado que muestra los parámetros y variables que afectan la 

probabilidad de infección por rotavirus por consumo de vegetales de hoja verde 

adquiridos de: A) Chacra La Merced, ciudad de Córdoba y B) Colonia Caroya. Los 

coeficientes de correlación de Spearman se obtuvieron a través del análisis de 

sensibilidad del programa @Risk y se muestran en cada barra. 



Doctorado en Ciencias de la Salud                                                                                 Capítulo IV 

89 

 

4. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

El QMRA es ampliamente utilizado para estimar el riesgo de infección por 

contacto con diversos organismos indicadores de calidad microbiológica (bacterias y 

parásitos) en alimentos y aguas de distintos usos (Maffei et al., 2017; Meester et al., 

2019; Soderqvist et al., 2019). Sin embargo, solo unos pocos trabajos incluyen el análisis 

de riesgo por contacto con patógenos virales en  matrices alimenticias y acuosas. En 

Valencia, España, se realizó un análisis de riesgo en brotes de hepatitis A transmitidos por 

mariscos exportados desde Perú, el cual arrojó valores >0,8 de probabilidad de infección 

(Pinto et al., 2009); en Brasil se analizó el riesgo de infección (que resultó <0,1) derivado 

del consumo de cultivos de verduras regadas con efluentes de plantas de tratamiento de 

aguas residuales (Pavione et al., 2013); y en Kumasi, Ghana, un estudio relacionado al 

consumo de ensaladas de comida callejera reveló valores anuales de 1 en la probabilidad 

de infección por RV (Barker et al., 2014). En general, el uso de modelos para estimar los 

riesgos para la salud humana asociados con el consumo crudo de verduras es específico 

de sitio y de las condiciones presentes en ese escenario local (Pavione et al., 2013). 

El consumo de vegetales cosechados de una chacra de Colonia Caroya presentó un 

riesgo de infección por rotavirus, significativamente más alto (0,86) que el riesgo por 

consumo de vegetales cosechados en la Chacra la Merced (0,52). Estos resultados indican 

que la probabilidad media diaria de infección por rotavirus por consumir vegetales crudos 

lavados, varía en función del lugar de origen de los vegetales, siendo la concentración y 

prevalencia del virus en estas matrices alimenticias las variables que mayor impacto 

tienen en la estimación del riesgo. 

Numerosas fuentes de incertidumbre pueden proporcionar datos diferentes para 

estimar el riesgo. Estudios publicados sobre la reducción de virus usando agua de grifo o 

agua con detergente para lavar vegetales, a través de la inmersión por 1-2 min o por 

enjuague con un tiempo de contacto de menos de 1 minuto, revelaron  valores de 

reducción de aproximadamente 1 log de virus (Bae et al., 2011). Asumir esta reducción en 

el valor de la concentración de virus en las verduras podría conducir a subestimar o 

sobreestimar la probabilidad de infección viral. Sin embargo, es de destacar que en los 
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resultados obtenidos en el cinturón verde de la Provincia de Córdoba este parámetro del 

modelado tuvo un impacto bajo en la estimación del riesgo. 

Son escasos los datos e información en Argentina respecto al espectro de las 

afecciones a la salud de la población infectada con rotavirus (esto es, la distribución de la 

población asintomática y sintomática luego de la infección por rotavirus, la población que 

requiere atención médica y la que muere). Esto limita el análisis de la caracterización del 

riesgo para estimar la magnitud del problema de salud pública de la infección por 

rotavirus, imposibilitando la extrapolación del riesgo de infección individual a impacto de 

la enfermedad por rotavirus en la comunidad. 

Actualmente en nuestro país existen indicadores microbianos que se emplean 

para evaluar la calidad microbiológica de las verduras, sin embargo, los virus son 

excluidos de dichos análisis. Los resultados obtenidos en este capítulo remarcan la 

importancia de formular pautas para garantizar la seguridad virológica de los alimentos 

que se consumen crudos. Este es el primer reporte en Argentina en el que se aplica un 

modelo de QMRA para establecer los riesgos de infección por rotavirus asociado al 

consumo de vegetales crudos. 
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CONCLUSIONES FINALES 

Como aporte a la situación en Argentina y en particular a la Provincia de Córdoba 

en este trabajo de tesis se obtuvieron las siguientes conclusiones generales: 

 Se logró la optimización de una técnica para eluir y concentrar RV a partir de 

matrices acuosas y verduras que arrojó valores aceptables de recuperación viral y de 

detección de carga genómica inicial en las matrices analizadas. 

 La detección frecuente de NoV, RV, HAstV e iEV en las aguas de riego y en las 

verduras de hoja analizadas sugiere que la contaminación de estas matrices se produjo 

durante todo el período estudiado y en las dos unidades productivas analizadas del 

cinturón verde de Córdoba. 

 Las aguas residuales de la ciudad de Córdoba, revelaron la circulación continua de 

los virus analizados en la comunidad. La particularidad de esto es que los 

genotipos/genogrupos virales que circulan en la comunidad, también se detectan en las 

aguas de riego y hortalizas de hoja verde, sugiriendo que el agua de riego contaminada 

podría ser una fuente de contaminación vegetal con partículas virales. 

 La presencia de iEV en las muestras estudiadas podría indicar condiciones de 

matriz adecuadas para mantener la infectividad de los otros virus analizados por 

detección genómica. Sumado a esto la detección de enterovirus humano refleja que la 

contaminación fecal es de origen humano. 

 Basados en la simultaneidad de detección de virus entéricos, en los perfiles 

genotípicos identificados y en el análisis filogenético de cepas de norovirus en el agua de 

riego y en las muestras vegetales asociadas, es posible sugerir que las aguas son la fuente 

de contaminación de las verduras durante la fase de producción. 

 La probabilidad media diaria de infección por rotavirus por consumir vegetales 

crudos lavados, varía en función del lugar de origen de los vegetales y la concentración y 

prevalencia del virus en estas matrices alimenticias. En este caso y bajo las condiciones de 

este trabajo de tesis la probabilidad media de infección por el consumo de vegetales 

cosechados de una chacra de Colonia Caroya presentó un riesgo de infección por 

rotavirus más alto (0,86) que el riesgo por consumo de vegetales cosechados en la Chacra 

la Merced (0,52). 
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 La presencia de genomas virales y partículas infecciosas en alimentos que, en 

general, no sufren ningún tratamiento antes del consumo, destacan a estos cultivos como 

potenciales fuentes de transmisión de virus entéricos a población expuesta. 

 Estos resultados son los primeros datos para Argentina, demostrando que las 

verduras de hojas verdes están contaminadas con una amplia gama de virus entéricos y 

que el agua de riego sería una fuente de contaminación. 
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DESAFÍOS en el escenario epidemiológico de transmisión viral por agua y 
alimentos contaminados 

 

La infección por virus entéricos en humanos plantea un escenario complejo para el 

control de la infección por RV, NoV, HAstV y EV debido a las múltiples fuentes a las que 

los individuos pueden estar expuestos. Estas fuentes involucran a individuos infectados 

(transmisión persona a persona), pero principalmente a matrices ambientales como agua 

y alimentos contaminados con virus. 

El desafío para mejorar las condiciones virológicas de los recursos hídricos es 

compleja debido a que está ligado al saneamiento ambiental, en particular al 

mejoramiento en el sistema de tratamiento y eliminación de excretas en todas sus 

dimensiones (desde el nivel hogareño hasta las plantas de tratamiento de residuos 

cloacales) y a una correcta planificación urbana y rural, todo esto orientado a preservar o 

al menos mitigar el impacto de contaminación antropogénica sobre los recursos hídricos. 

En la actualidad es un tema instalado en la agenda de salud pública que el deterioro de la 

calidad virológica de los recursos hídricos tiene un alto impacto en la salud de la 

población expuesta. Sin embargo, ante la falta de políticas públicas orientadas a 

controlar/mejorar la calidad microbiológica de las aguas, el desafío se centraría en el 

control microbiológico incluyendo a los virus de alimentos, en particular las hortalizas que 

se consumen crudas. 

En base a los resultados obtenidos en este trabajo de tesis es posible sugerir que 

se incorpore a la normativa vigente la detección de genoma de NoV, adhiriendo a la 

normativa vigente de la Unión Europea y sancionada en los Estados Unidos de América. 

Esta sugerencia se basa en la alta frecuencia de detección de NoV (> 50%) en verduras 

producidas en el área del cinturón verde de la Provincia de Córdoba y a la identificación 

reciente de brotes por NoV asociados al consumo de alimentos en Argentina y en nuestro 

medio en particular. Esta información, aunque acotada, es comparable a la recabada por 

la Unión Europea para reglamentar el análisis de NoV en alimentos. 

Los desafíos planteados necesitan ser sostenidos por políticas públicas para su 

implementación y en el mejor de los casos de que se atienda esta problemática, su 
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implementación sería a largo plazo. Por lo tanto, como desafío inmediato se plantea 

informar a la población a través de la divulgación de conocimiento, adhiriendo a lo que 

hoy se denomina divulgación pública de la ciencia. El objetivo es plantear la problemática 

y dar pautas de higiene alimentaria a los consumidores con el fin al menos de disminuir la 

potencial carga viral presente en verduras de hojas verdes que se consumen crudas. 

Como aporte a esta iniciativa planteada, se ofrecen a través de una página web 

construida para tal fin (www.virusenalimentos.com.ar) los resultados obtenidos del 

desarrollo de esta tesis doctoral y pautas de comportamiento en higiene para el consumo 

de hortalizas crudas. 

 

 

 

http://www.virusenalimentos.com.ar/
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