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VIRUS EN LOS ALIMENTOS 
Hepatitis A  
Rotavirus  

  
 

Limitaciones en la detección de Virus 
asociado a matrices alimentarias que  

afecta la salud pública 
 
 
        - Bajo nivel de contaminación 
         -ineficiencia en la extracción de los virus desde  
           la matriz alimentaria 
         -imposibilidad de “enriquecer” un cultivo 
 



 
- 
 
  
 
         



•  Brote de NoV en Nueva Zelandia 1996 atribuido a consumo de 
ostras chilenas (Bates, 1997; NZ risk profile)  

•  Rechazo de exportación de ostras chilenas a China (2007) por NoV 
con pérdida de capacidad de exportación de moluscos crudos.  

•  Dos brotes por NoV masivos  en zona de restricción hídrica: 
Antofagasta 2010 y Ovalle 2013 (31.036  y 4615 casos) 

•  Vigilancia nacional clínica centinela y de brotes de NoV,  
Astrovirus, Adenovirus y Rotavirus: 
–   NoV =1073 muestras 2010-2012: 87.8% GII (80.3% GII.4 ) y 

10% G1 (G1.4)  
•  Situación epidemiológica de Hepatitis A en Chile desde el 2004 : 

Baja endemia  similar a países desarrollados con regiones de 
endemia mayor : Región de Arica y Parinacota y Tarapacá y 
Región del Bio Bio. Con 626 casos acumulados en el país 
2009-2013.   

•   Brotes epidémicos por Hepatitis A en Región del Bio Bio año 2013 
con 189 casos y  año 2014 con 1007 casos.   



G1 
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Genotipos de Norovirus : 
Diferencias de secuencia Proteína de la Cápside:  
Genotipos Humanos=  GI (Norwalk) , GII (Variantes New Orleans, 
Variantes Sydney) 
  



 
 
Apoyo de Proyectos para desarrollo tecnológico  
 

 
-Proyecto JICA -MINSAL- LAB SEREMIS e 
ISP 2007-2008 de Inocuidad Alimentaria 
 
-Proyecto FAO USP FDA PR 38361 Enfocado 
en Evaluación de Riesgo Microbiológico de 
Vibrios en el ambiente   
 
-Proyecto CORFO  2010-09CN14-5951 U Los 
Lagos-U Chile-ISP-FDA 
Para fortalecer la vigilancia molecular de Vibrios 
y Norovirus en Salud pública .  
 
-Proyecto INNOVA 133327  Bio Bio :  Apoyo 
analítico a estudios de tratamiento de aguas 
servidas mediante humedales.   

 
 
  
 
         



Metodología  US FDA/CDC  
1.  Ultrafiltración Tangencial: Hasta  100 L  

de agua (Hill V et al CDC 2007 , FDA  
US y EPA:US)   

2.  2. Ultraconcentración de partículas 
virales :  Ultracentrifugación a 37 000 
rpm (BAM FDA on line Chapter 
Hepatitis A 2014 )  

3.   Extracción RNA: kit comerciales 
(Quantitect/Quantifast RT PCR kits 
Qiagen)  

4.  Control de Extracción: Norovirus 
Murino con Control interno US patent 
application 0060166232.  

5.  Detección & Cuantificacón Molecular: 
Retro PCR en tiempo real One step 
triplex ( G1, GII y CIA)  



Método Ultrafiltración tangencial Smith & Hill 2009 CDC 
US y EPA US   

Filtros de Hemodiálisis Asahi-Kasei Rexeed 25 S polysulfone 2,5 m² de área 
de filtro y tamaño de poro de ~30 kDa. Bloqueo con PEG.  
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Porcentajes de recuperación de un 57 -94% a partir de 10.000 
ufc para E faecalis, MS”, esporas de C perfringens y oocitos de 

Cryptosporidium parvum.   



Metodología UE 
 Norma ISO/TS 15216-1 

 Microbiology of foods and animal feed-Horizontal method for 
determination of hepatitis A virus and norovirus in food using real-time 

RT-PCR    

1.  Matrices : Aguas embotelladas (0,3-5L) , vegetales (25 g) , 
mariscos (2 g hepatopáncreas) y superficies (100 cm²) 

2.  Extracción Viral: Proteinasa K   

3.  Extracción RNA : Nuclisens Magnetic extraction reagents: 
Concentración con partículas magnéticas. Boom et al 1990. 
(BioMerieux NucliSens®)  

4.  Detección por retro PCR en tiempo real en formato 
monoplex con sondas FAM en one-step Protocolo CEN 
(European Committee for Standadization)   

5.  Controles 

1.   Control proceso comercial: Virus Mengo: Rango 10 E 
6 copias/µL (Ceeram Tools-BioMerieux). 

2.   Control DNA doble hebra para cuantificación (Cefas). 

3.   Control  amplificación externa (ARN )  

Ensayos de Aptitud 
anuales NoV & HAV en 
moluscos  
LOD<10-100 genoma/rx    
LOQ>100 
www.cefas.org 
 



Experiencia Brote de Gastroenteritis Ciudad 
Antofagasta 2010 

•  Inicio de Brote: 3 Marzo 2010 con diarrea, retorcijones, 
vómitos, fiebre y nauseas: Mas de 200 casos los tres primeros 
días.  

•  Inicialmente sin aislados bacterianos 
•  Investigación epidemiológica postuló origen de brote asociado 

a consumo de verduras y hortalizas regadas con agua 
insuficientemente desinfectadas.  

•  Muestreo de aguas : 26 y 27 Abril por Misión FDA 
•  Cinco de 10 muestras positivas a NoV (aguas domiciliaras, 

planta de abatimiento de As, planta desaladora, agua de mar y 
planta de tratamiento de aguas servidas)  

•  Gran Similitud en la secuenciación entre asilados de afluente y 
efluente de Planta de tratamiento de aguas servidas con 
aislados clínicos.   



          Brote de Antofagasta 
2010  

Porcentaje de similitud con 
aislados clínicos y cepas de 

referencia. 
} 

} 

} 



Experiencia Brote Gastroenteritis:  
Ciudad de Ovalle 2013 

•  4615 casos clínicos en 19 días en una 
población de  100 000 habitantes.  

•  Ausencia de patógenos bacterianos. 
•  Presencia de Genotipo II  en 55 % y Genotipo I 

en 7 %  
•  Muestreo al día 4 del brote de aguas potables 

domiciliarias y  de colegios, drenes y planta de 
tratamiento. 

•  Muestra positiva no secuenciable en pozo 
captación (afluente)  

•  Muestra positiva secuenciable en Canal de 
Riego el Manzanito 

•  Tamaño de muestra 20 L  
•  Metodología : Ultrafiltración tangencial, 

ultracentrifugación.  
. 



Aislamiento Virus Hepatitis A genotipo IA, GI y GII  en planta de 
tratamiento de aguas servidas previo a desinfección  

Proyecto INNOVA BIO BIO 13.3327 

Muestra  Ct  
Promedio 

Curva Estandar Resultado Copias 
genoma/20 
litros de 
muestra 

A  27.44 Y=-3.7x+37.99 
r2=0.98 

Presencia  
HAV 
genotipoIA 

2.2x10E4  

A  29.53 Y=-5.88x+52.77 
r2=0.99 

Presencia de 
GI  

2.8x10E5  

A 24.49  Y= -6.89X+55.45 
r2=0.98 

Presencia de 
GII 

9.9x10E5 

B 24.50 Y= -3.7x+37.99 
r2=0.98 
 

Presencia HAV 
IA  

1.4x10E5 

B 31.07 Y= -5.88X+52.77 
r2=0.99 
 

Presencia GI 1.5x10E5 

B 25.67 Y= -6.89X+55.45 
r2=0.98 
 

Presencia GII 6.7x10E5 
 

 

 

 



Estudio Piloto 2015 
•  Presencia de NoV en mariscos desde 

Terminal Pesquero  
•  Frecuencia semanal de varias 

especies: Cholgas, Choro Maltón, 
Choritos. 

•  Metodología : ISO/TS 15216-1 
–   desde 2 g de hepatopancreas de 10 

especímenes por muestra.   

•  Resultados a la fecha en 100 muestras 
–   ~10 % positivas en concentraciones 

menores a 100 copias genoma por 
gramo de molusco (<LOQ). No 
secuenciables.   

 



Discusión   
 
La detección , cuantificación y regulación de virus 
en alimentos ha sido lenta debido a las 
dificultades técnicas y económicas de las 
metologías actualmente existentes.  
 
Debido al avance tecnológico cada vez es mas 
frecuente aislar y caracterizar el agente infeccioso 
que nos puede causar la enfermedad y 
contrastarlo con los aislados clínicos para conocer 
su origen y prevenir nuevos brotes.  
 
Sigue siendo fundamental “no descuidar el 
saneamiento ambiental, el acceso a agua potable, 
medidas de higiene personal y buen manejo y 
control de brotes”(Depto Epi Minsal ).    
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