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RESUMEN: Los principales patdgenos viricos que podemos ad-
quirir ingiriendo alimentos contaminados son los norovirus, el
virus de la hepatitis Ay el virus de la hepatitis E que se propagan
principalmente a través de la via fecal oral. En los ultimos afios,
la incidencia de brotes de transmision alimentaria causados por
estos patégenos ha experimentado un aumento considerable,
en parte debido al comercio globalizado y a los cambios en los
habitos de consumo. Las matrices alimentarias que mayor riesgo
representan para el consumidor son los moluscos bivalvos, ve-
getales de IV gama, frutas tipo baya y platos listos para comer.
Actualmente las técnicas moleculares son las mds habituales
para la deteccidn de estos patdgenos en alimentos, aunque toda-
via existen dudas acerca del significado de la presencia de estos
genomas viricos en términos de seguridad alimentaria. La infec-
tividad de estos patdgenos en alimentos viene también determi-
nada por su elevada persistencia ambiental y por su resistencia a
los tratamientos aplicados para la conservacién de los alimentos.
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ABSTRACT: The main viral pathogens that can be acquired by
ingesting contaminated food are norovirus, and hepatitis A and
E viruses that are spread mainly through the oral-faecal route.
In recent years, the incidence of foodborne outbreaks caused
by these pathogens has increased considerably, partly due to
globalised trade and changes in consumption habits. Foodborne
outbreaks caused by enteric viruses are mainly associated with
bivalve molluscs, fresh-cut vegetables, berries and ready-to-eat
meals. Molecular-based techniques are currently used for the
detection of these pathogens in food, although there are still
doubts about the significance of the presence of viral genomes
in terms of food safety. The infectivity of these pathogens in
food is also driven by their high persistence in the environment
and to their resistance to treatments commonly applied by the
food industry.
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1. INTRODUCCION

Los virus de transmisién alimentaria, o virus en-
téricos, se encuentran entre los principales riesgos
sanitarios asociados al consumo de alimentos, y por
ende repercuten en la seguridad alimentaria. Re-
cientemente la organizacién mundial de la salud ha
elaborado un informe segun el cual anualmente se
producen 120 millones de casos de gastroenteritis
causada por norovirus humanos (NoV) (véase World
Health Organization). Los virus entéricos son respon-
sables de diversas patologias: desde gastroenteritis,
normalmente leves, hasta patologias mas graves
como hepatitis agudas, miocarditis o incluso menin-
gitis o encefalitis aséptica. En los Ultimos afios, se ha
producido un aumento en el numero de brotes de
transmision alimentaria causados por estos patége-
nos. Esto supone un importante problema de salud
publica, ocasionando graves complicaciones sanita-
rias en algunos grupos de poblacidn, como personas
inmunodeprimidas o ancianos, ademds de tener im-
portantes repercusiones econémicas.

Los virus que mas preocupan hoy en dia en el ambi-
to de la seguridad alimentaria son los NoV, el virus de
la hepatitis A (VHA), y mas recientemente el virus de
la hepatitis E (VHE) que causan cuadros de hepatitis
agudas, y este Ultimo en algunos casos puede llegar a
evolucionar hasta hepatitis cronica. Ademds, las em-
barazadas con hepatitis E, presentan mayor riesgo de
insuficiencia hepatica aguda y de muerte propia y del
feto. En el tercer trimestre del embarazo se han regis-
trado tasas de letalidad de hasta un 20-25%.

Otros virus causantes de gastroenteritis como los sa-
povirus, rotavirus, adenovirus, astrovirus, Aichi virus,
parvovirus y picobirnavirus han sido esporadicamente
asociados al consumo de alimentos contaminados.

Segun los ultimos datos publicados en Estados Uni-
dos y en Europa, los NoV son los responsables etio-
légicos del 36 % y 7,8 % de los brotes de transmisidn
alimentaria, y se situan entre los cinco patégenos
responsables de las enfermedades de transmisidon
alimentaria que suponen un mayor coste econémi-
co (EFSA and ECDC, 2018). En Europa, en el periodo
2017-2018 el sistema de alerta rapida para alimentos
y piensos ha informado de 86 alertas de contamina-
cién por virus entéricos (https://webgate.ec.europa.
eu/rasff-window/portal/?event=SearchForm&cleanS
earch=1), 81 (94%) de ellas causadas por NoVy 5 (6%)
por VHA. Los alimentos involucrados han sido mayori-
tariamente los moluscos bivalvos (73%), junto con los
frutos rojos (23%) y las hortalizas (4%).

ARBOR Vol. 196-795, enero-marzo 2020, a539. ISSN-L: 0210-1963

Los virus entéricos son transmitidos principalmente
por la via fecal-oral y, por tanto, pueden estar poten-
cialmente presentes en alimentos que hayan sufrido
contaminacion directa con materia fecal, o a través de
aguas contaminadas. Los principales alimentos involu-
crados en infecciones viricas transmitidas por alimen-
tos son los moluscos bivalvos, las verduras y ensaladas,
las frutas tipo baya, asi como también los alimentos
preparados y listos para su consumo que hayan sido
contaminados por manipulacién incorrecta después
de su preparacién o cocinado. Por otra parte, reciente-
mente se ha demostrado un aumento de la incidencia
de casos de hepatitis E asociados al consumo de carne
cruda o poco cocinada de cerdo y jabali procedente de
animales infectados (Kupferschmidt, 2016).

La importancia de los virus entéricos en el campo
de la seguridad alimentaria se pone de manifiesto por
el interés mostrado por distintos organismos inter-
nacionales. Entre ellos destaca la comision del Codex
Alimentarius, que publicé un documento sobre la im-
portancia de los virus de transmision alimentaria. En
dicho documento se pone de manifiesto la importan-
cia de desarrollar ciertos aspectos cientificos y técni-
cos con la finalidad de reducir las infecciones viricas
transmitidas por los alimentos. En el plan estratégico
a seguir se menciona la necesidad de desarrollar mé-
todos rapidos de diagndstico, estudios para estable-
cer la correlacidn entre infectividad y deteccién mole-
cular, y finalmente estudios sobre la efectividad de los
procesados alimentarios para la inactivacion de virus
entéricos (CX/FH 08/40/9). En este sentido, la Agen-
cia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) también
ha publicado diversas directrices sobre la relevancia
y el control de virus en alimentos; en linea con las di-
rectrices sobre principios generales de higiene para
el control de virus en alimentos (CX/FH 10/42/5) ela-
boradas por la comisién Codex. En estos documentos
se subraya que el control de los riesgos en alimentos
debe empezar durante la produccién agricola o ani-
mal y continuar durante toda la cadena alimentaria
(“de la granja a la mesa”). En este aspecto, los virus
de transmisién alimentaria requieren especial aten-
cion debido a que se comportan de manera diferente
a los patdgenos bacterianos, y a que las medidas de
control implementadas actualmente en la industria
alimentaria no han sido evaluadas o no son efectivas
para la inactivacion de virus entéricos. En el campo de
la seguridad microbiolégica de los alimentos es nece-
sario, por tanto, conocer el riesgo real que supone la
presencia de los virus entéricos en los alimentos, asi
como aquellas condiciones que garanticen la seguri-
dad microbioldgica del alimento.
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2. INACTIVACION DE VIRUS EN ALIMENTOS

Para poder controlar la contaminacién virica de ali-
mentos, es necesario el desarrollo de metodologias
que permitan determinar la reduccién de virus in-
fecciosos presentes en alimentos después de aplicar
tratamientos de conservacion. Este hecho pasa por el
uso de cultivos celulares o modelos animales, lo cual
restringe mucho el rango de virus a estudiar. Esto es
especialmente importante para los NoV y las cepas sil-
vestres del VHA y del VHE, que no replican facilmente
en cultivos celulares y por ende dificultan los estudios
de inactivacién. Por ello, el uso de cepas adaptadas
a cultivo celular o virus sustitutos, como el calicivirus
felino (FCV), el norovirus murino (MNV) y el virus Tu-
lane, se han utilizado de forma extensiva para este
tipo de estudios. Para realizar este tipo de trabajos,
de manera general, se llevan a cabo ensayos donde
se inoculan concentraciones conocidas de virus en la
muestra, observando la reduccién de dicha concen-
tracion después del tratamiento.

2.1. Eficacia de los tratamientos de conservacion uti-
lizados por la industria alimentaria

Los virus entéricos son generalmente muy resisten-
tes a las condiciones ambientales y a los tratamientos
de conservacidn, y pueden persistir durante largos pe-
riodos de tiempo como particulas infecciosas en ali-
mentos mas alla de la vida util del alimento. Los trata-
mientos de conservacidn utilizados por la industria ali-
mentaria pueden inactivar a los virus entéricos, pero
existen diferencias entre un virus y otro en cuanto a
su resistencia a estos procesos. Ademas, las caracte-
risticas intrinsecas de la matriz alimentaria, asi como
la presencia de materia organica, también influyen en
el grado de resistencia a los tratamientos (Randazzo,
D’Souza y Sanchez, 2018; Sanchez, 2015).

La eficacia de los tratamientos de inactivacidn tan-
to quimicos como térmicos, como la esterilizacion, el
escaldado o la pasteurizacion, sobre la infectividad
de los virus entéricos varia dependiendo de la ma-
triz alimentaria y del (sub)tipo del virus. Evidencias
de la respuesta virus -y genogrupo- dependiente a
inactivaciones mediante alcoholes y cloro han sido
confirmadas utilizando un novedoso sistema de re-
plicacién en cultivo de NoV (Costantini et al., 2018).
Este estudio demuestra que tratamientos con 70%
de etanol e isopropanol durante cinco minutos no
son suficientes para inactivar NoV genogrupo Il (Gll),
mientras que tratamientos con concentraciones por
encima de 50 ppm de cloro consiguen inactivar por
completo NoV GlI.
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Diferentes estudios en moluscos bivalvos indican
gue son necesarias grados de coccién en que se ga-
rantice una temperatura interna de 90 2C durante un
minuto y medio para inactivar completamente los vi-
rus entéricos. Sin embargo, los tratamientos térmicos
mas suaves, como pueden ser la coccidn al vapor o
a la parrilla de moluscos bivalvos y verduras, no son
adecuados para inactivar completamente a estos pa-
tégenos (Randazzo, D’Souza y Sanchez, 2018).

En productos carnicos, diversos estudios han de-
mostrado que el VHE se mantiene infeccioso después
de un tratamiento de una hora a 562 C, y que hay que
aplicar temperaturas de coccién de 712 C durante
veinte minutos para inactivarlo. Desde un punto de
vista practico, se ha establecido que la carne hervida
a 1919 C durante cinco minutos (asegurando una tem-
peratura interna de 712 C) inactiva completamente al
VHE (Ricci et al., 2017)). Por otro lado, diversos estu-
dios demuestran que tratamientos a menor tempera-
tura pero mas prolongados en el tiempo son mas efi-
caces que tratamientos a altas temperaturas pero con
tiempos cortos de exposicion, por lo que los procesos
convencionales de pasteurizacidn parecerian ser mas
efectivos que los de pasteurizacidn relampago.

Mucho menos efectivos resultan los tratamientos
convencionales no térmicos, como la depuracién de
moluscos bivalvos o el lavado de vegetales y bayas.
Por ejemplo, la depuracion de mejillones durante sie-
te dias solo reduce la infectividad de HAV en 1,5 érde-
nes logaritmicos, mientras que después de veinte dias
de depuracién se seguian detectando NoV infecciosos
(Randazzo, D’Souza y Sanchez, 2018; Sanchez, 2015).
Por otra parte, el lavado de alimentos resulta bastante
ineficaz ya que el tratamiento es dependiente tanto
de la superficie del alimento como de la localizacién
de la contaminacién en el mismo, siendo demostrada
la internalizacién de virus entéricos en distintas hor-
talizas (DiCaprio, Ma, Purgianto, Hughes y Li, 2012).
La aplicacién de nuevas tecnologias alternativas como
las altas presiones han demostrado ser eficaces para
la inactivacion de virus entéricos a presiones por enci-
ma de los 400 MPa, que por otro lado afectan signifi-
cativamente a la calidad organoléptica de los produc-
tos procesados (Randazzo, D’Souza y Sanchez, 2018;
Sanchez, 2015).

Para garantizar la calidad de los alimentos, alargar su
vida util y dar respuesta a una demanda cada vez ma-
yor de productos mas naturales, la industria alimen-
taria busca alternativas al uso de aditivos quimicos.
Los compuestos naturales han ganado un gran interés
no solo por parte de los consumidores, sino también
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de investigadores y de la industria alimentaria debido
a que son compuestos GRAS (generally recognized as
safe), y a que el crecimiento del denominado “consu-
mo verde” estimula su uso representando una alter-
nativa natural y barata frente a los aditivos quimicos.
Numerosos compuestos bioactivos naturales, aceites
esenciales, extractos de plantas y algas, han sido eva-
luados frente a distintos virus entéricos, mostrando
un gran potencial virucida (Randazzo, D’Souza y San-
chez 2018; Sanchez, 2015). Debido al gran potencial
de estos compuestos naturales, se estan llevando a
cabo investigaciones sobre su potencial uso en la in-
dustria alimentaria (véase tabla 1). Asi pues, el lavado
de diferentes vegetales con extractos de aloe vera,
semillas de uva, té verde, carvacrol u otros aceites
esenciales han sido capaces de reducir la presencia de
virus entéricos en la superficie de algunos vegetales.
La desinfeccidon de superficies de contacto alimentario
es importante ya que es una de las vias mas frecuen-
tes de contaminacidn cruzada; por eso el extracto de
té verde o de semilla de uva han sido aplicados como
desinfectantes naturales en superficies de acero, cris-
tal o plastico mostrando una eficacia de hasta el 99%
en la reduccién de la infectividad del MNV y VHA (Li
et al., 2012; Randazzo, Falco, Aznar y Sanchez, 2017).

Una de las aplicaciones mdas novedosas de estos
compuestos es su incorporacién en polimeros para
SuU Uso como envases y recubrimientos antimicrobia-

nos (Randazzo, Fabra, Falcd, Lopez-Rubio y Sanchez,
2018). Este tipo de aplicaciones se ha evaluado prin-
cipalmente frente a bacterias y hongos, pero muy po-
cos estudios han evaluado su eficacia frente a virus
entéricos. El cinamaldehido, el extracto de té verde y
el de semilla de uva son algunos de los compuestos
naturales incorporados en biopolimeros y que han re-
sultado ser muy efectivos para la inactivacion de virus
entéricos (Amankwaah, 2013; Fabra et al., 2016; Fal-
co et al., 2018; Falco, Randazzo, Rodriguez-Diaz et al.,
2019; Randazzo, Fabra, Falcd, Lopez-Rubio. y Sanchez,
2018). El extracto de té verde también ha sido incor-
porado a matrices de alginato y carragenatos para
ser aplicado como recubrimiento comestible en fru-
tas susceptibles de sufrir contaminacién virica como
son fresas, frambuesas o arandanos (Falcd, Randazzo,
Sanchez et al., 2019; Falcd, Randazzo, Sanchez, Lépez-
Rubio y Fabra, 2019).

Asimismo, el potencial virucida del extracto de té
verde o de semillas de uva ha sido evaluado in vitro
en modelos alimentarios y bajo condiciones gastri-
cas (Joshi, Su y D’Souza, 2015). Aunque se trata de
estudios preliminares, estos prometedores resulta-
dos podrian ser el inicio de la formulacién de nutra-
céuticos o alimentos funcionales con propiedades
antivirales que incorporen estos compuestos en su
formulacién, asegurando entre otras cosas la salud
de los consumidores.

Tabla 1. Uso de compuestos naturales en diferentes aplicaciones industriales para el control de virus entéricos

Aplicaciones Compuesto natural Reducciones (%)
MNV HAV
Extracto de té verde 99 99,9
Superficies de contacto
Extracto de semilla de uva 50 -
Extracto de té verde 95 99,9
Desinfectante Extracto de semilla de uva 90 92
natural
Superficies vegetales Extracto de aloe vera 82 -
Extracto de nispero 62 -
Carvacrol 98,2 -
Cinamaldehido 99,8 50
Films Extracto de té verde 40 35
. Extracto de semilla de uva 15 22
Materiales
virucidas Fresas 75 28
Recubrl.mlentos Frambuesas Extracto de té verde 50 18
comestibles
Arandanos 99,9 90

Fuente: elaboracién propia.
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3. METODOS PARA LA DETECCION DE VIRUS EN
ALIMENTOS

La deteccién de virus entéricos es especialmente
compleja ya que la mayoria de estos patégenos no re-
plican facilmente en cultivos celulares, en general se
encuentran en concentraciones muy bajas, la contami-
nacion virica no es uniforme y los virus entéricos pue-
den encontrarse internalizados en verduras de hoja.

La deteccidn de virus en alimentos se ha visto incre-
mentada exponencialmente en los ultimos afos, esta-
bleciéndose métodos de deteccidon basados en técnicas
moleculares, principalmente RT-gPCR cuya normaliza-
cion (ISO 15216-1:2017 e ISO/TS 15216-2:2013) y vali-
dacion (Lowther et al., 2019) en determinadas matrices
(agua embotellada, superficie de alimentos, moluscos
bivalvos, frutos rojos y verduras de hoja verde) han sido
recientemente publicadas para NoV Gl y GlI, y VHA. Des-
afortunadamente, hasta la fecha no existen métodos es-
tandarizados para la deteccidn y cuantificaciéon del VHE
en muestras de alimentos, a pesar de ser una de las prio-
ridades establecidas recientemente por la agencia euro-
pea de seguridad alimentaria (Ricci et al., 2017).

El andlisis de virus en alimentos consiste en una eta-
pa inicial de separacion de los virus de la matriz ali-
mentaria, seguida de la concentracidn de virus y purifi-
cacion, disefiada para reducir el volumen de muestra y
eliminar algunos de los compuestos de la matriz mien-
tras que simultdneamente se recupera la mayor parte
de los virus contaminantes (Bosch et al., 2011). Poste-
riormente se realiza la extraccion de acidos nucleicos,
y deteccidn y cuantificacion mediante RT-qPCR. Alter-
nativamente la PCR digital, que no depende de mate-
riales de referencia o estandares para la cuantificacion
de la muestra, se ha empezado a utilizar en el campo
de la virologia de alimentos (Fraisse et al., 2017; Pers-
son, Eriksson, Lowther, Ellstrom y Simonsson, 2018;
Varela, Monteiro, Rivadulla, Santos y Romalde, 2018).

La metodologia descrita en las ISO 15216-1:2017 e
ISO/TS 15216-2:2013 incluye diversos controles para
evaluar la presencia de inhibidores y determinar la efi-
cacia del proceso de extraccion mediante el uso de un
control de proceso, generalmente el mengovirus. Todo
ello hace que el andlisis de virus en alimentos tenga un
coste econdmico elevado. A pesar de esto, el método
ISO se esta utilizando en laboratorios de control de
aguas y alimentos; y actualmente diversos laboratorios
nacionales han acreditado estos procedimientos por la
entidad nacional de acreditacién (ENAC). Ademas, en
los ultimos afios estos procedimientos estan siendo uti-
lizados a nivel fronterizo para la inspeccion de alimen-
tos de riesgo por contaminacion virica aunque a dia de
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hoy no hay legislacion que regule los niveles permitidos
de virus en alimentos. En esta linea la EFSA ha orga-
nizado un estudio para determinar los niveles de NoV
en moluscos bivalvos con el fin de poder establecer los
limites permitidos para norovirus (EFSA, 2019).

Por otro lado, estos métodos son rapidos, sensibles y
altamente especificos, pero al detectar genomas no son
capaces de diferenciar entre virus infecciosos y no infec-
ciosos, y ello dificulta enormemente la interpretacion
de un resultado positivo en términos de analisis de ries-
go. Con el fin de obtener una mejor correlacién entre la
deteccidn por RT-qPCR Yy la infectividad de la muestra se
han investigado distintas aproximaciones: i) recupera-
cién de NoV potencialmente infecciosos unidos selecti-
vamente a mucina gastrica porcina; ii) tratamientos con
nucleasas y enzimas proteoliticas antes de la extraccion
para eliminar cualquier sefial de capsides dafiadas; iii)
PCR de fragmentos largos; iv) tratamientos con reacti-
vos de viabilidad, ya sea con un paso de fotoactivacion
(por ejemplo, propidio y etidio de monoazida, PMA o
EMA) o sin fotoactivacion (por ejemplo, compuestos
de platino y paladio). Esta ultima aproximacion, la PCR
de viabilidad, se ha descrito para distintos virus enté-
ricos inactivados por calor, tratamiento con cloro, luz
ultravioleta o altas presiones (véase tabla 2), y en los
ultimos afios se han utilizado para la deteccion de es-
tos patégenos en muestras de contaminacion natural,
principalmente en muestras de agua residual, superfi-
cial o embotellada y en ostras (Fuster et al., 2016; L6-
pez-Galvez et al., 2018; Prevost et al., 2016; Randazzo,
Khezri et al., 2018; Randazzo, Vasquez-Garcia, Aznar y
Sanchez, 2018). Aunque los pretratamientos con reac-
tivos de viabilidad reflejan mejor los patrones de inacti-
vacion virica, la correlacion con la infectividad sigue sin
ser absoluta, dependiendo del virus o del tratamiento
de inactivacion aplicado. A pesar de ello, incorporar
estas metodologias en los analisis de rutina permitira
una cuantificacion mas precisa de los virus infecciosos
presentes en los alimentos, constituyendo una herra-
mienta muy Util para la evaluacion de riesgos.

4. NUEVAS HERRAMIENTAS MOLECULARES PARA EL
ESTUDIO DE VIRUS EN ALIMENTOS

En la ultima década se ha extendido el uso de tec-
nologias de secuenciacion masiva para el estudio de
la diversidad virica, o estudio de viromas. Los estudios
metagendmicos pueden utilizarse para el control tan-
to de los ambientes relacionados con la produccion de
alimentos (industria alimentaria, acuicultura...), como
para el control de los propios alimentos y de los posi-
bles brotes producidos por su consumo que nos per-
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Tabla 2. PCR de viabilidad para la deteccidn de virus potencialmente infecciosos

Virus Tratamiento Reactivo/surfactante Matriz Referencias
NoV 72°C, 5 min
PMA
90°C, 5 min
Calor Heces
PMA
Cloro Revisado por
Cloro PMA/INCI Randazzo, D’Souza 'y
. . Sanchez (2018)
65—-85°C, 2 min PMA Heces, espinacas
Heces, espinacas, lechuga
99°C, 5 min PMAXx/Tritén
Moluscos bivalvos
72°C, 2 min
PtC, Heces Fraisse et al. (2018)
80°C, 5 min
Didéxido de cloro PMAXxx/Triton Heces, agua de riego Lopez-Galvez et al.
(2018)
HAV 99°C, 5 min Sanchez, Elizaquivel
PMA Suspensidn cultivo celular ! quively
500 MPa,15 min Aznar (2012)
Coudray-Meunier,
Calor EMA/IGEPAL Suspensién cultivo celular Fra|s§e., Martin-Latil,
Guillier y Perelle
(2013)
Agua de lavado
5 min 99°C PMA/Trit6n Moreno, Aznary
Vegetables Sénchez (2015)
PMA/Tritén Suspensidn cultivo celular Fuster et al. (2016)
L Moluscos bivalvos y Randazzo, Khezri et al.
PMAx/Tritén vegetales (2018)
HEV 95°C, 15 min Randazzo, Vasquez-
PICI4 Heces Garcia, Aznary

500 MPa,15 min

Sanchez (2018)

Fuente: elaboracién propia.

mitirian conocer tanto las posibles cepas responsables
de brotes como las tendencias en la aparicién de de-
terminados virus y la deteccidn de nuevos virus emer-
gentes (Nieuwenhuijse y Koopmans, 2017). El uso de
la secuenciacién masiva en el estudio de brotes viri-
cos relacionados con el consumo de agua y alimentos
permite, ademas, la deteccion de todos los virus me-
diante un unico protocolo y proporciona informacion
adicional para el trazado epidemioldgico. Su uso en la
cadena de produccidn alimentaria también presenta
un gran potencial, debido a la elevada sensibilidad y
rango de deteccion (Aarestrup et al., 2012). En la tabla
3 se resumen los diferentes estudios de metagendmi-
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ca virica en alimentos que se han realizado hasta la
fecha. Algunos de ellos se han dirigido Unicamente a
la secuenciacion de virus de ADN (Park et al., 2011) o
ARN (Yang et al., 2017), mientras que otros han anali-
zado la presencia de virus con ambos tipos de material
genético (Aw, Wengert y Rose, 2016; Bartsch, Hoper,
Made y Johne, 2018; Fernandez-Cassi et al., 2017).

Sin embargo, las técnicas de secuenciaciéon masiva
todavia presentan ciertas dificultades relacionadas
con la preparacion y secuenciacién de las muestras,
el analisis de los datos vy la interpretacion de los mis-
mos (Nieuwenhuijse y Koopmans, 2017). El principal
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problema a la hora de preparar una muestra para el
andlisis del viroma reside en la necesidad de reducir el
material genético de la porcidn no virica de la mues-
tra. En la actualidad, diferentes aproximaciones estan
siendo evaluadas para obtener una mayor purificacion
del material genético virico, tales como el uso de di-
ferentes protocolos de extraccion (Conceigdo-Neto et
al., 2015; Cotten et al., 2014) o el uso de sondas para
capturar virus (Briese et al., 2015). La eleccién de la
plataforma de secuenciaciéon también supone un pro-
blema en la estandarizacién de los estudios de meta-
gendmica de virus. La eleccidon de dicha plataforma
debe realizarse teniendo en cuenta tanto el coste por
nucledtido como el nimero de secuencias y el tamafio
de estas. Una vez obtenidas las secuencias, el siguiente
aspecto que hay que tener en cuenta es el analisis de
los resultados. En este aspecto, tanto la infraestructura
necesaria como el uso de un determinado programa
de ensamblaje y la asignacién de las secuencias su-
ponen un problema en estos estudios. Por un lado, el
andlisis del elevado numero de secuencias que propor-
cionan las técnicas de secuenciacion masiva supone
una fuerte inversién econdmica. Ademas, este anadli-
sis requiere personal especializado que sepa manejar
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