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RESUMO

Introducdo: Os norovirus (NoV) sdo importantes agentes causadores de gastroenterite de
origem alimentar, com surtos associados ao consumo de frutas, vegetais folhosos, moluscos
bivalves e alimentos de delicatessen. O aumento da importancia epidemioldgica destes
virus tem sido demonstrado pelo estabelecimento de redes laboratoriais de vigilancia em
diversos continentes. As infecces por NoV se tornaram mais conhecidas especialmente com
a consolidacdo do mercado de navios de cruzeiros no pais a partir de 2004. Objetivo: Este
estudo tem como objetivo apresentar avancos relacionados a pesquisa de NoV em alimentos,
destacando caracteristicas deste patogeno e estratégias para sua deteccao nestas matrizes.
Método: Foi realizada uma revisao integrativa, pelo levantamento de artigos cientificos
com o objetivo de tratar dos principais aspectos de NoV. Resultados: Foi realizada uma
ampla revisao da literatura, com a descricao dos principais resultados presentes na literatura
consultada e a discussao de aspectos como doencas transmitidas por alimentos (DTA), virus
como contaminantes de alimentos, estabilidade e desinfeccao, surtos de origem alimentar
associados aos NoV, alimentos associados a contaminacao por NoV, métodos de concentracao
e deteccao de NoV em alimentos, estudos de avaliacao de risco e prevencao e controle.
Conclusées: Os registros de envolvimento de NoV em surtos de origem alimentar e a
crescente diversidade genética destes virus reforcam a necessidade de vigilancia laboratorial
e epidemiolodgica sobretudo nos paises em desenvolvimento, como o Brasil.

PALAVRAS-CHAVE: Norovirus; Alimentos; Surtos de Doencas; Gastroenterite; Métodos;
Vigilancia Sanitaria

ABSTRACT

Introduction: Noroviruses (NoV) are important causative agents of foodborne gastroenteritis
outbreaks associated with the consumption of fruits, leafy vegetables, bivalve molluscs
and delicatessen foods. The establishment of laboratory surveillance networks in different
continents has demonstrated increased epidemiological importance of those viruses. In Brazil,
the NoV infection is considered an important public health issue with socioeconomic burden,
but the investigation of these viruses in foodborne outbreaks is still restricted to research
laboratories. NoV infections have become more known especially with the consolidation of the
cruise ship market in the country since 2004. Objective: This study aims to present advances
related to NoV research in foods, highlighting features of this pathogen and strategies for
its detection in these matrices. Method: An integrative review, collecting scientific articles
with the objective of dealing with the main aspects of NoV, was carried out. Results: A broad
literature review was performed, describing the main results in the literature and discussing
aspects such as foodborne diseases, viruses as food contaminants, stability and disinfection,
foodborne outbreaks associated with NoV, food associated with NoV contamination, NoV
concentration and detection methods in food, risk assessment studies and prevention and
control. Conclusions: records of foodborne outbreaks associated with NoV and the increasing
genetic diversity of these viruses reinforce the need for laboratory and epidemiological
surveillance, especially in developing countries, such as Brazil.

KEYWORDS: Norovirus; Foods; Disease Outbreaks; Gastroenteritis; Methods; Sanitary
Surveillance
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INTRODUCAO

Descrito pela primeira vez na década de 1970 com o uso de imuno-
microscopia eletronica’, os virus Norwalk, como eram conhecidos
os norovirus (NoV), tiveram sua importancia epidemioldgica reco-
nhecida somente a partir da década de 1990 com o advento de téc-
nicas moleculares de clonagem e sequenciamento nucleotidico,
que permitiram a producdo de insumos para diagndstico?+>6,
Atualmente, os NoV sao reconhecidos como os principais agentes
causadores de surtos e casos esporadicos de gastroenterite aguda
de origem nao bacteriana em humanos’-#%1°,

0 impacto das infeccdes por NoV nos paises industrializados é
evidente pelo nimero de redes de vigilancia epidemiologica
estabelecidas nos diferentes continentes. Plataformas eletrd-
nicas como Noronet (Holanda), Food-borne Viruses in Europe
(Unido Europeia), Hospital Norovirus Outbreak Reporting Tool
(Inglaterra), Episurv (Nova Zelandia), OzFoodNet (Australia),
Calicinet e National Outbreak Reporting System (Estados Uni-
dos) vém promovendo a integracao entre laboratorios pelo com-
partilhamento de dados epidemiologicos e moleculares prove-
nientes de surtos, fornecendo informacoes sobre a circulacao
de gendtipos e o surgimento de novas variantes''%'>', Nestes
paises, onde o diagndstico é bem estabelecido, os NoV séo res-
ponsaveis por mais de 200.000 mortes/ano, principalmente de
criancas menores de 5 anos de idade®.

No Brasil, as infeccoes por NoV se tornaram mais conhecidas espe-
cialmente com a consolidacao do mercado de navios de cruzeiros
no pais a partir da temporada de 2004/2005 (http://www.abremar.
com.br/down/fgv2015.pdf), uma vez que é comum a ocorréncia
de surtos de gastroenterites nestes ambientes'®'>1617.18_ Adicional-
mente, diversos estudos realizados no pais vém demonstrando o
impacto das infeccoes por NoV em diferentes populacoes incluindo
surtos, casos esporadicos, pacientes hospitalizados, assim como
a ocorréncia de infecgdes assintomaticas e casos associados a
quadros de diarreia persistente!®202122,23,24,25,26,27,28,29,3031,32 A disse-
minacdo ambiental dos NoV em diferentes matrizes aquaticas no
pais também tem sido demonstrada com concentracdes atingindo
1.5E+04 - 0.3E+05 (GC)/Lem amostras de esgoto bruto33:343%36,37,38,39,40

Em relacdo as gastroenterites de origem alimentar, que se
encontram no grupo de doencas transmitidas por alimentos
(DTA), os NoV foram associados a 38 surtos (0,9%) de um total
de 9.719 casos notificados pelo Ministério da Saude (MS) no peri-
odo de 2000-2014*'. Em mais de 10.000 surtos de gastroenterites
associados a contaminacao alimentar relatados nos ultimos anos,
mais da metade nao possui um agente etiologico definido. Assim,
como na maioria dos paises, a determinacdo de surtos de ori-
gem alimentar associados com NoV baseia-se em investigacoes
epidemioldgicas e testes laboratoriais realizados com amostras
clinicas de individuos envolvidos nestes surtos®.

A deteccdo de NoV humano em alimentos é dificultada pela com-
plexidade da matriz alimentar e pela presenca de baixos niveis de
particulas de virus, o que resulta em subnotificacdo de surtos®#.
Esta revisao tem como principal objetivo apresentar os NoV como
os principais agentes virais associados a surtos de gastroenterite de
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origem alimentar, descrevendo suas caracteristicas gerais e os avan-
cos relacionados a pesquisa destes virus em matrizes alimentares.

METODO

Este estudo, elaborado como uma revisao integrativa, foi condu-
zido segundo metodologia descrita por Sobral e Campos®, pelo
levantamento de artigos cientificos com o objetivo de tratar dos
principais aspectos de NoV a partir do consumo de alimentos
contaminados, bem como infeccoes relacionadas. A pesquisa de
literatura cientifica foi realizada por consulta a base de dados
PubMed (empregando palavras-chave como: norovirus on foods,
methodologies for norovirus on foods, norovirus review) e do MS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Doencas transmitidas por alimentos (DTA)

DTA é um termo genérico aplicado a uma sindrome geralmente
constituida de anorexia, nauseas, vomitos e/ou diarreia, acom-
panhada ou nao de febre, atribuida a ingestao de alimentos ou
agua contaminados. No entanto, sintomas digestivos ndo sao as
Unicas manifestacdes dessas doencas, uma vez que infeccoes
extraintestinais em diferentes 6rgéos e sistemas, de acordo com
o agente envolvido, também possam ocorrer. Além de bactérias
e toxinas, as DTA podem também ser causadas por substancias
toxicas, parasitas e virus*.

O perfil epidemiolégico das DTA no Brasil ainda é pouco conhe-
cido. Somente alguns estados e/ou municipios dispdem de infor-
macOes estatisticas e dados sobre os agentes etiologicos mais
comuns, alimentos frequentemente implicados, populacao de
maior risco e fatores contribuintes*#. Ha ainda casos de DTA
que nao sao notificados as autoridades sanitarias, uma vez que
muitos patogenos alimentares causam sintomatologia branda e o
paciente nao busca auxilio médico®.

Em muitos paises, inclusive no Brasil, a descricao de surtos (episo-
dio em que duas ou mais pessoas apresentam doenca semelhante
apos ingerirem alimentos e/ou agua da mesma origem notificados)
se restringe aqueles que envolvem um maior nimero de pessoas
ou quando a duracdo dos sintomas é mais prolongada®.

A Figura apresenta os principais agentes etiologicos identifica-
dos nos surtos de DTA ocorridos no Brasil entre 2007 e 2016,
destacando o nimero de agentes nao identificados e o pequeno
numero de casos associados aos NoV, assim como outros agentes
virais (rotavirus e virus da hepatite A).

Virus como contaminantes de alimentos

Como virus de transmissao fecal-oral, os virus entéricos humanos
sdo importantes contaminantes de agua e alimentos, principal-
mente por serem virus ndo envelopados e resistentes a condi-
cbes adversas, tanto no organismo humano (acidez do estomago)
como no ambiente®. Assim como os NoV, os virus da hepatite A
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Fonte: Adaptado de Ministério da Saide (2016)*’; *dados sujeitos a atualizagao.

Figura. Surtos de gastroenterite de origem alimentar identificados no Brasil no periodo de 2007-2016* de acordo com o agente etioldgico envolvido.

(HAV) e E (HEV), enterovirus, astrovirus, parvovirus, rotavirus,
adenovirus (AdV) 40 e 41, e, mais raramente, coronavirus tam-
bém séo associados a infecgdes de origem alimentar®">2,

Embora a estabilidade destes virus nas diferentes matrizes
dependa de diversos fatores ambientais, tais como pH, calor e
resisténcia a agentes de limpeza, a baixa dose infecciosa dos NoV
(18 particulas de virus podem causar doenca) representa um fator
relevante na transmissibilidade destes virus'e:535455.557 A inges-
tao de agua ou alimento contaminado constitui a principal via de
infeccao nestes casos, entretanto a doenca associada pode ocorrer
indiretamente a partir do contato com fémites contaminados®.

Um importante fator a ser considerado na transmissao dos NoV
€ o grande numero de infecgdes assintomaticas®®¢'. Surtos por
NoV frequentemente envolvem a preparacao de alimentos por
um manipulador no ambiente de servico de alimentacao, em que
o contato direto das maos ou com mao enluvada e limpeza ina-
dequada sao identificados como fatores contribuintes comuns®.
Uma dispersao de virus por manipuladores de alimentos possui o
potencial de contaminacao nestes ambientes, onde grandes quan-
tidades de alimento podem ser preparadas em uma area relativa-
mente pequena, envolvendo a interacao de varios funcionarios®.

Norovirus

Pertencentes ao género Norovirus, familia Caliciviridae, os NoV
sdo um grupo de virus ndo envelopados, icosaédricos, com apro-
ximadamente 27 a 38 nm de didmetro, cujo nome deriva da
palavra grega calyx (calice), em referéncia as depressoes seme-
lhantes a este formato sobre a superficie do virus®%. Estes virus
foram previamente referidos por outros nomes, tais como small
round-structured viruses e virus Norwalk-like®.

O genoma consiste de um RNA de cadeia simples polaridade posi-
tiva alcancando de 7,3 a 7,5 kb, organizado em trés quadros
abertos de leitura (open reading frame [ORF]) e com uma cauda
poli (A) na extremidade 3’%*¢’, AORF1 codifica uma poliproteina,
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a qual é clivada em pelo menos seis proteinas nao estruturais,
incluindo a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp); ORF2
e ORF3 codificam respectivamente as proteinas VP1 e VP2 do
capsideo viral®.

Devido a diversidade genética do género, os NoV sao classifica-
dos em genogrupos (G) e genétipos (GG) pelo sequenciamento
nucleotidico da regido genémica completa que codifica para a
proteina VP1 do capsideo®. Atualmente, os NoV tém sido clas-
sificados em seis genogrupos (GI-GVI), com a proposta de um
sétimo’, dos quais trés (Gl, Il e IV) infectam humanos”'.

NoV GllI.4 tem sido associado com a maior parte de surtos e casos
esporadicos ocorridos mundialmente, principalmente devido
a emergéncia de novas variantes que se tornam dominantes a
intervalos de 2 a 3 anos”™. Entretanto, em 2013, o GII.P17 surgiu
como um novo gendtipo com potencial de evolucédo similar ao
Gll.4 alterando a epidemiologia dos NoV no mundo”. A deriva
antigénica e a recombinacdo de hotspot, principalmente da
regido de juncao ORF1/0RF2, tém sido relatadas como um meca-
nismo importante para a evolucao de NoV levando ao surgimento
de novos virus’7>7677.7879.8_ V3rias cepas recombinantes de NoV
ja foram descritas, de modo que analise de mais de uma regido
do genoma pode ser importante para a deteccédo de estirpes Uni-
cas ou recombinantes?'.

No Brasil, a diversidade genética dos NoV foi demonstrada
pela deteccao de diferentes genotipos de genogrupos huma-
nos Gl (Gl.1-4, GL.7-8), GIl (Gll.1-9, GII.12-17, GIll.20-22,
Gll.b, Gll.g, Gll.e) e IV (GIV.1), assim como de variantes de
Gll.4 e recombinantes (US95_96, Kaiso_2003, Asia_2003, Hun-
ter_2004, Yerseke_2006a, Den Haag_2006b, New Orleans_2009 e
Sydney_2012)77:62,83,84,85,86,

Ainfeccao por NoV em humanos é caracterizada como uma infec-
cao gastrointestinal autolimitada com sintomas que incluem
nausea, vomito, diarreia, mal-estar, dor abdominal, dores mus-
culares, anorexia, dor de cabeca e febre baixa. Os sintomas
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geralmente comecam 1 a 2 dias seguintes ao consumo de ali-
mentos ou agua contaminados e persistem por 1 a 8 dias®.

Investigacoes de surto tém implicado o vomito como via de trans-
missao, pela producao de aerossois que podem ser inalados, ou
pela contaminacao direta de superficies®”#%, A infeccdo atinge
todos os grupos etarios, ocorrendo principalmente em ambien-
tes domésticos e institucionais, tais como hospitais, escolas, res-
taurantes, asilos e cruzeiros maritimos®¢21, A epidemiologia
dos NoV é complexa e influenciada por muitos fatores, incluindo
imunidade da populacao, evolucédo do virus, sazonalidade, esta-
bilidade do virus no ambiente e a frequente ocorréncia de infec-
¢oes assintomaticas® 6% 61,92,93,94.95,

Estabilidade e desinfeccao

Os NoV permanecem infecciosos apds tratamento com desinfe-
tantes comumente utilizados, como alcoois e compostos quater-
narios de amonio, assim como apés aquecimento a uma tem-
peratura de 60°C por 30 minutos, a éter 20% por 18 horas a
4°C e quando expostos a pH 2,7 por trés horas a temperatura
ambiente®. Também podem ser estaveis a inativacdo apos trata-
mento com 3,75 a 6,25 mg/L de cloro (residuo de cloro livre de
0,5 a 1,0 mg/L), concentracdo a qual é encontrada em sistemas
de distribuicao de agua para consumo. Entretanto, as particulas
de NoV sao inativadas apds tratamento com 10 mg/L de cloro.
Estudos demonstraram que os NoV sdo mais resistentes a inativa-
¢ao por cloro do que poliovirus tipo 1, rotavirus humanos (Wa),
rotavirus simion (SA11) e bacteriofago F2%.

Segundo Mormann et al.”®, medidas utilizadas pela indlstria de
processamento de alimentos para fins de conservacao e pro-
cessos utilizados pelos consumidores para preparo e estocagem
seriam suficientes para inativar NoV em alimentos contaminados
e, assim, a validacdo das condicdes de inativacdo térmica em
alimentos especificos tem sido necessaria®.

Considerando a estabilidade dos NoVs no ambiente, Baert et al.'®
desenvolveram um trabalho de revisao sobre a eficacia de méto-
dos de conservacéo utilizados para inativacdo de virus em ali-
mentos. Os autores sugeriram que métodos de conservacdo de
alimentos tais como aquecimento, processamento por alta pres-
séo hidrostatica e irradiacao tém sido mais eficazes na inativacéo
de patdgenos do que congelamento, refrigeracdo, atividade de
agua reduzida, acidificacdo ou embalagem em atmosfera modifi-
cada. Também destacaram a combinacdo tempo-temperatura e
a eficacia variavel de sanitizantes sobre a matriz alimentar em
relacédo as cepas virais.

A indisponibilidade de linhagens celulares para replicacao de
NoV humano em laboratério resultou na utilizacdo de virus
pertencentes ao mesmo género como substitutos para predi-
zer o comportamento de NoV em estudos de estabilidade em
alimentos. Por compartilharem caracteristicas estruturais e
genéticas semelhantes e se propagarem em cultivo celular, o
norovirus murino-1 (MNV-1) (genogrupo V) tem sido utilizado
nestes estudos'"'%2, Incluem-se ainda o calicivirus canino (CaCV)
utilizado por Rutjes et al.’ em amostras de alface e creme,
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e o virus Tulane (TV), um calicivirus que pertence ao género
Recovirus®>'%, Em estudo realizado por Wang et al.* foi demons-
trado que MNV-1, TV e HAV podem resistir sobre a superficie
de sementes de alfafa por um periodo prolongado (22°C até
50 dias), e estes virus poderiam contaminar brotos apo6s germi-
nacao e serem transferidos para agua de irrigacao.

Surtos de origem alimentar associados aos NoV

De acordo com pesquisa de literatura sobre tendéncias epi-
demiologicas globais de surtos ocorridos de 1983 a 2011,
Matthews et al.'® observaram que a maioria de infeccdes por
NoV foram transmitidas por rotas de origem alimentar (54%),
com segunda posicao para transmissao pessoa a pessoa (26%).
Entretanto, esta foi uma metanalise de surtos publicados e ndao
necessariamente baseada em dados de vigilancia de base popu-
lacional. Além disso, taxa de ataque (definida como o nUmero de
casos por pessoa exposta) e distribuicdo de genotipos sao fatores
relevantes para a investigacao de surtos'®.

Para estimar a proporcao de infeccoes de origem alimentar
causadas por NoV em uma escala global, Verhoef et al.™ utili-
zaram sistemas internacionais multiplos de vigilancia de surtos
(NoroNet, Calicinet, Episurv) e revisao sistematica da literatura,
e demonstraram que, embora a proporcao de surtos causados
por NoV Gll.4 tenha sido menor do que aqueles associados com
outros genoétipos, é consideravel a contribuicdo absoluta de sur-
tos de origem alimentar por NoV GllI.4 aos custos sociais e econo-
micos causados por este virus.

Alimentos associados a contaminacao por NoV

Alimentos frescos sujeitos a contaminagao ambiental e manipu-
lacao', tais como frutas, vegetais folhosos'® e moluscos bival-
ves'?” sdo os que apresentam maior risco de contaminacao por
NoV. Estes alimentos, além de serem consumidos crus, estao
sujeitos a manipulagdo humana consideravel e passam por tra-
tamentos sanitarios industriais que ndo garantem a eliminacéo
total do patdégeno quando presente'®, Itens de delicatessen e
alimentos prontos para o consumo que nao sofrem processa-
mento adicional, tais como sanduiches frios''"'2, saladas de
vegetais'” e produtos de confeitaria', também sao comumente
associados a surtos.

Frutas e vegetais folhosos

Surtos relacionados a diversos tipos de produtos, incluindo fru-
tas frescas cortadas, alface, tomates, meldes, saladas, cebolas
verdes, morangos, framboesas e salsa foram atribuidos a NoV
humano'">'¢7_ Varios surtos implicados no consumo de produ-
tos frescos foram conhecidos ou suspeitos, devido a contamina-
¢do no campo, sugerindo que a agua de irrigacao seria uma via
de contaminagao®'18,

Pesquisas anteriores com cultivo hidroponico de alface mostraram
que os virus podem ser internalizados através da raiz e dissemina-
dos para as porcoes aéreas da planta®™ ' Verificou-se que o meio
de crescimento das plantas desempenha o papel significativo na
internalizacdo do patégeno, por absorcéo pelo sistema radicular'®.
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Nos Estados Unidos (EUA), NoV humano representa mais de 40%
das doencas relacionadas a produtos frescos a cada ano'"'?2 e,
de acordo com a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Ali-
mentos (EFSA) e o Centro Europeu de Prevencao e Controle de
Doencas (ECDC), 11,6% dos casos de infeccoes virais foram cau-
sados pelo consumo de vegetais, frutas, bagas, sucos e alimentos
mistos em 32 paises da Europa, no ano de 2013224,

Moluscos bivalves

Moluscos bivalves sao classicamente conhecidos pelo alto risco
de contaminacao microbioldgica que apresentam, uma vez que
sdo acumuladores naturais de particulas dispersas na agua. Para-
metros bacteriolégicos tém sido utilizados como critério regula-
torio de seguranca alimentar para avaliar a contaminacao destes
alimentos, assim como das aguas de cultivo, principalmente apos
eventos de potencial contaminacao fecal'?.

No entanto, concentracoes de Escherichia coli e coliformes em
ostras e aguas de cultivo podem ser reduzidas dentro de alguns
dias devido a inativagao e eliminacao sob influéncias do ambiente
e de marés, o que nao ocorre com os virus'?. Uma caracteristica
de surtos relacionados a esta fonte é sua frequente associacdo
com linhagens multiplas de virus observadas tanto em pacientes
infectados como no alimento envolvido'’.

A maior parte dos surtos por NoV associados a moluscos bivalves
séo ligados ao consumo de ostras, porque estas sdo comumente
consumidas cruas, embora alguns surtos tenham sido ligados a
ostras cozidas'?. Estudos prévios relataram ainda que ostras con-
geladas importadas foram atribuidas a surtos de gastroenterite
por NoV na Australia e nos EUA'3%,

Tanques para depuracao de ostras tém sido utilizados para redu-
cao de contaminacao bacteriana, entretanto, procedimentos
de depuracao padrao sao ineficazes para contaminantes virais,
conforme demonstrado pelos altos niveis de NoV detectados em
ostras comercialmente distribuidas na Italia e EUA™""32, Em ostras
artificialmente contaminadas e depuradas, AdV humano foram
detectados até 168 h e MNV-1 até 96 h de depuracdo, com quan-
tificacao viral variando de 3,2E + 05 CG/g a 4,4E + 07 CG/g para
AdV e de 3,5E + 04 CG/g a 2,9E + 06 CG/g para MNV-1 apos
14 dias de analise'.

Um estudo realizado no Reino Unido em 2011 demonstrou que
76,2% (n = 844) de amostras coletadas nas areas de producao de
ostras apresentaram resultados positivos para NoV Gl e/ou GII'.
Em um surto de gastroenterite associado ao consumo de ostras
em um restaurante, também no Reino Unido, NoV Gl e Gl foram
detectados em concentracdes < 100 copias/g (limite teorico de
deteccéo do ensaio é 13 copias/g de glandula digestiva da amos-
tra) e 1.736 copias/g, respectivamente’®.

No Brasil, NoV Gl foram detectados em Crassostera gigas cul-
tivadas em viveiros marinhos por 14 dias, com concentracoes
de 1,2 E + 06 CG/g, e NoV GII na 4gua do mar, com concentra-
coes de 7,5 E + 13 CG/g"¢. Em investigacOes posteriores, NoV
nao foram encontrados por Souza et al.’** em ostras natural-
mente contaminadas.
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Itens de delicatessen e alimentos prontos para o consumo

Método para deteccado de NoV foi avaliado por Stals et al.’ em
alimentos prontos para o consumo, tais como amostras de salada
penne, sopas, sanduiches e refeicées compostas, encontrando
que a recuperacao de NoV Gl e Gll foi influenciada pelo nivel
de indculo viral e pelo tipo de alimento. Além disso, MNV-1 foi
avaliado com sucesso como controle de processo pela mesma
metodologia de deteccao.

Em um surto de gastroenterite por NoV, Malek et al.'*® encon-
traram que o consumo de carnes de delicatessen resultou em
137 pessoas doentes, em 13 viagens de rafting independentes
durante um periodo de um més, e a mesma sequéncia do virus
foi encontrada em amostras fecais obtidas de pessoas que parti-
ciparam de cinco viagens diferentes.

No Brasil, foram identificados NoV Gl.1 em amostra de manteiga
com ervas e NoV Gll.4 em amostras de queijo e molho branco
contaminadas naturalmente, relacionadas a um surto de gastro-
enterite aguda num navio de cruzeiro®. Ainda neste estudo, o
sequenciamento parcial do gene da RNA polimerase mostrou a
presenca de linhagens GlI.4, confirmando trabalhos prévios que
descrevem a incidéncia e distribuicdo deste gendtipo no mundo
inteiro’, incluindo o Brasil?"'*.

Métodos de concentracdo e deteccdao de NoV em alimentos

De acordo com Baert et al.', trés categorias de alimentos sdo
consideradas quando se elegem metodologias de concentracao e
deteccao de virus: alimentos ricos em agua e carboidratos (frutas
e vegetais); ricos em proteina e gordura (produtos prontos para o
consumo) e moluscos bivalves, devido a acumulacéo e concentra-
cao de particulas virais e outros patogenos no sistema digestivo®’.

As etapas requeridas para a deteccdo de virus nestas matrizes
incluem 1) concentracéo e purificacdo de virus, 2) extracao de
acido nucleico, 3) deteccdo, e (d) confirmacdo'. A concentra-
cao de particulas virais para um volume menor de amostra é
a etapa mais critica do processo e particularmente necessaria
devido aos baixos niveis de virus que possam ocorrer nas matri-
zes¥7 141,142 Durante a concentracdo dos virus, moléculas tais
como polissacarideos, proteinas e acidos graxos sao removidas
para prevenir a inibicdo da extracao de RNA subsequente e
deteccao molecular 4,

Protocolos de eluicao-concentracao, baseados na recuperacao das
particulas virais da superficie do alimento utilizando um tampao
apropriado seguido por concentracao dos virus eluidos incluem
precipitacao por polietileno glicol (PEG), ultracentrifugacao, ultra-
filtracdo, imunoconcentracdo e separacdo catidnica. Diferentes
metodologias apresentam taxas de recuperacao viral influenciadas
pela concentragao de indculo e pelo tipo de alimento analisado™.

A eficiéncia destes métodos tem sido avaliada em diversos estu-
dos com o objetivo de fornecer informacoes sobre recuperacao
viral. Em pesquisa realizada por Summa et al."*, amostras de
alface, presunto e framboesas foram contaminadas artificial-
mente com NoV GlI, para comparagdao de quatro métodos de
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recuperacao viral baseados em técnicas de ultrafiltracao, sepa-
racdo imunomagnética, ultracentrifugacdo e precipitacdo por
PEG. Ultracentrifugacdo produziu maiores eficiéncias de recu-
peracao em alface e presunto, enquanto a precipitacao por PEG
gerou maior rendimento de recuperacao de NoV em framboesas.

Outros métodos, inicialmente descritos para concentracao de
NoV a partir de diferentes matrizes aquaticas, tém sido adap-
tados para recuperacao destes virus em matrizes alimentares.
A utilizacdo de métodos comuns para diferentes matrizes pode
ser (til na investigacao de surtos, na qual sao disponibilizadas
amostras de origem diversa. O método de concentracao por
filtracao em membranas carregadas negativamente descrito
para recuperacao de NoV a partir de agua do mar'¢ foi adap-
tado para amostras de alface fresca e queijo minas pela eluicao
direta destes alimentos':148.149,

0 método de floculagdo organica utilizando leite desnatado'®
também foi adaptado com sucesso para recuperacao de virus a
partir de morangos''. Quando comparado com métodos de pre-
cipitacao por PEG e filtracao com membranas carregadas negati-
vamente, demonstrou porcentagem de recuperacao de 2,5 e 32
vezes maior do que as demais metodologias, respectivamente.
Floculacdo organica é um método considerado de baixo custo,
pois utiliza apenas um passo na concentracao das amostras, eco-
nomizando tempo e reagentes. A Tabela apresenta um resumo
das taxas de recuperacao viral obtidas com estas metodologias,
em estudos realizados no Brasil.

A extracdo de RNA é a segunda etapa na estratégia para detec-
¢ao de NoV. Protocolos de extracao envolvem (1) lise do capsideo
viral e (2) isolamento de RNAY. Entretanto, técnicas de extracdo
direta de RNA viral envolvem tratamento do produto alimentar
pela eluicao viral com um reagente baseado em isotiocianato
de guanidina/fenol, seguido por purificacdo do RNA extraido.
Extracao direta de RNA foi aplicada em alimentos compostos por
proteina e/ou gordura, com 1 a 10? unidades de NoV detectados,
que foram recuperados em 10 g a 30 g de hamburguer, peru,
roast beef, penne, tagliatelle e presunto de delicatessen''*152.1%3,

A primeira descricao detalhada do emprego de metodologias
moleculares para esclarecimento de surtos de origem alimen-
tar foi descrita nos EUA a partir da deteccao de NoV em pre-
sunto contaminado'"’. Metodologias moleculares de transcricao
reversa seguidas de reacao em cadeia da polimerase (RT-PCR)
sdo utilizadas para deteccao e quantificacdo de NoV. O método
quantitativo RT-gPCR, que incorpora uma sonda marcada com

Tabela. Eficiéncias de recuperacao de NoV em alimentos.
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fluorescéncia ou corante fluorescente especificamente interca-
lado na mistura de reacao, tem sido o mais recomendado devido
a sua sensibilidade, especificidade e rapidez'>.

Entretanto, esta metodologia baseada em uma curva padrao
requer calibracao cuidadosa e oferece quantificacao relativa
com variacoes interlaboratoriais'. Como a deteccao de peque-
nas concentracoes virais sao a regra para matrizes alimenta-
res, a interpretacdo dos resultados deve seguir critérios bem
estabelecidos'.

Apesar da sensibilidade, o ensaio molecular apresenta limita-
¢oes por nao fornecer dados de infecciosidade, podendo ser o
RNA detectado proveniente de uma particula viral integra ou
ser uma molécula residual'. Recentemente, procedimentos de
pré-tratamento e/ou utilizacdo de corantes que se intercalam
em RNA e DNA, como o propidio monoazida (PMA) em metodo-
logias moleculares, tém sido utilizados para deteccao e deter-
minacao de infecciosidade de NoV humano' '8, ocorrendo
amplificacdo apenas dos genomas virais de particulas integras,
ou seja, infecciosas'160,

Outra questao importante na deteccao de NoV a partir de matri-
zes alimentares € a utilizacao de virus como controle interno de
processo. MNV-1, Mengovirus (linhagem MC,), calicivirus felino
(FCV) e bacteriofagos como MS2 e PP7'4¢¢' sgo exemplos de virus
que tém sido utilizados com sucesso'>162:163,164165,166 = sendo os
bacteriéfagos mais acessiveis para producdo em laboratérios de
microbiologia de alimentos'®’.

Apos deteccao viral, outra etapa fundamental é a caracteriza-
cao molecular dos NoV pelo sequenciamento nucleotidico do
genoma. O sequenciamento completo da ORF2 que codifica o
gene da proteina VP1 do capsideo viral (1.600 pares de base)
é utilizado como padrao para a caracterizacdo molecular de
gendtipos e estudos filogenéticos”'. Entretanto, o sequencia-
mento parcial desta regiao do genoma tem sido utilizado para
caraterizacao rapida dos genotipos pela utilizacdo de iniciadores
que tém como alvo regides menores da ORF2, denominadas C
(extremidade 5’ da ORF2) e D (extremidade 3’ da ORF2)'¢816%,170,

Para a caracterizacao molecular de variantes de Gll.4,
Vega et al."”' desenvolveram um protocolo de amplificacao
que utiliza iniciadores que tém como alvo a regido codificante
do subdominio P2 da proteina VP1 do capsideo viral, uma vez
que grande parte das mutacdes que diferenciam genotipos e
variantes ocorrem nessa regiao. Atualmente, a caracterizacao

Métodos de concentragéo viral

Amostras de alimentos

Eficiéncias médias de recuperacao de A .
Referéncias

NoV (%)
Queijo 6,0-56,3
Filtragdo com membranas carregadas negativamente 147
Alface 5,2-72,3
Filtracdo com membranas carregadas negativamente Alface 3,5-32,0 149
Filtracdo com membranas carregadas negativamente Alface 0,06-0,67 148
Floculagao organica Morango 1,29-41,37 151
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molecular dos NoV é facilitada pelo National Institute for
Public Health and the Environment (RVMI) que disponibiliza a
ferramenta Norovirus Genotyping Tool version 1.0 de genoti-
pagem automatica pela insercao de sequéncias nucleotidicas
do genoma nesta plataforma'’.

Em 2013, Especificacdes Técnicas (TS) desenvolvidas pelo Comité
Europeu de Normalizacao [(CEN)/TC 275/WG 6] e aprovadas pela
Organizacao Internacional para Padronizacao (ISO) estabelece-
ram metodologias padronizadas para deteccao de NoV e HAV
(ISO/TS 15216-1, 2013 e ISO/TS 15216-2, 2013) em categorias de
alimentos de alto risco, representando um avanco significativo
para os estudos de virologia de alimentos®'.

Estudos de avaliacdo de risco

Avaliacao de risco microbiano quantitativo (QMRA) tem se
tornado uma ferramenta valiosa para caracterizar riscos de
doenca de origem alimentar associados com patdgenos, entre-
tanto, parte consideravel dos estudos sdo relacionados a agen-
tes bacterianos'”*'7417>, Em relacdao a NoV, modelos de QMRA
foram desenvolvidos para avaliar o risco de NoV em agua de
consumo'’® e agua de recreagao'’'7¢, Em alimentos, estudos de
QMRA para NoV sao limitados e concentrados na contaminacao
inicial de producao fresca'7®180.181,

Uma revisdo sobre estudos de avaliacao de risco microbiologico
em agua e seguranca de produtos frescos revelou que os virus
apresentaram estimativas de risco mais elevadas em compara-
cao a agentes bacterianos. Vegetais folhosos foram identificados
como o produto de maior preocupacao, quando comparados com
diferentes géneros alimenticios'®.

No entanto, um estudo realizado por Stals et al.'? apresentou
modelo quantitativo de exposicao a NoV com foco na transmissao
potencial durante a preparacao de sanduiches. Eles encontraram
que uma Unica dispersao de NoV por manipulador de alimento
poderia causar niveis médios de 43+18, 81+37 e 18+7 particulas
de NoV presentes nos sanduiches, maos e superficies de traba-
lho, respectivamente.

Prevencéao e controle

0 diagnostico laboratorial rapido é uma ferramenta importante
para direcionar o controle de surtos por NoV pela escolha de
praticas de intervencdo e controle apropriados, tais como pro-
tocolos de limpeza e desinfeccao, isolamento, agrupamento de
pacientes baseado nos sintomas, exclusao de funcionarios sinto-
maticos ou manipuladores de alimentos ou, em Ultima instancia,
fechamento de estabelecimentos'®.

O controle da contaminacdo de alimentos, agua, superficies
ambientais e fomites, assim como a higiene adequada de mani-
puladores de alimentos é fundamental na reducéo da transmis-
sdao®. No caso de manipuladores de alimentos infectados € reco-
mendado o afastamento por no minimo 3 dias ap6s a resolucao
dos sintomas. Adultos e criancas infectados devem se manter
afastados das atividades escolares e de trabalho pelo mesmo
periodo de tempo e, em caso de surtos, o funcionamento de
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estabelecimentos como navios de cruzeiro, resorts, acampa-
mentos e restaurantes deve ser interrompido a fim de evitar a
exposicdo de uma nova populacdo de susceptiveis'. Superfi-
cies contaminadas apos episodios de vomito ou diarreia devem
ser desinfetadas com solucao de hipoclorito a 5%-25% ou 1.000
a 5.000 ppm?®.,

A significancia clinica crescente de infeccdes por NoV humano
sugere a necessidade de uma vacina eficaz, que promoveria o
bloqueio de vias de transmissao particularmente para as popu-
lagoes de alto risco, tais como manipuladores de alimentos,
militares, pessoas idosas, criancas e individuos imunocom-
prometidos, melhorando assim a seguranca alimentar, salde
publica e biodefesa®.

O desenvolvimento de vacinas para NoV tem sido direcionado
para expressao de proteinas do capsideo viral como virus like
particles (VLPs) em diferentes vetores® '8 Uma vacina
bivalente de ampla cobertura que utiliza VLPs de um consenso
de trés variantes de NoVGIl.4 em combinacdo com NoVGI.1
esta em fase final de testes pelo grupo Takeda Vacinas!®18.1%,
Apesar dos avancos obtidos, um dos principais desafios no
desenho de vacinas é a grande variabilidade genética destes
virus e a substituicdo de estirpes pandémicas em intervalos de
tempo curtos, como observado para o virus da influenza A",

CONCLUSOES

Os registros de envolvimento de NoV em surtos de origem ali-
mentar e a crescente diversidade genética destes virus reforcam
a necessidade de vigilancia laboratorial e epidemiolégica sobre-
tudo nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, onde néo
somente a deteccao direta de virus de amostras de alimentos
naturalmente contaminados, assim como o diagnostico, ainda
sao restritos aos laboratorios de pesquisa. Diferentes metodo-
logias de eluicao-concentracao apresentam grande variabilidade
nas taxas de recuperacao viral dificultando a recuperacao dos
NoV em diferentes matrizes.

0 estabelecimento do diagndstico de NoV nos Laboratorios Cen-
trais dos estados (Amazonas, Bahia, Ceara, Para, Pernambuco,
Rio de Janeiro, Santa Catarina e Sao Paulo) que estao na rota
da temporada de cruzeiros pelo Programa Nacional de Fortale-
cimento da Vigilancia Sanitaria que atua nos Portos, Aeroportos
e Fronteiras, publicado em 6 de dezembro de 2012, representa
um grande avanco na capacidade de esclarecimento de surtos
no pais, facilitado pela edicdo da norma ISO/TS 15216 (2013)
que, padronizando metodologias de concentracao e deteccao
viral, harmoniza o diagnostico facilitando a criacdo de uma
rede nacional de diagndstico de NoV que contribua para deter-
minacao do real impacto das infeccdes por NoV no pais. Adicio-
nalmente, a evolucao rapida e continua desses virus requer um
sistema de vigilancia ativo que identifique gendtipos circulan-
tes e prevalentes que possam auxiliar no estabelecimento de
uma eventual vacina no pais. Neste contexto, é indispensavel
o estabelecimento de uma rede de vigilancia epidemioldgica
integrada em todo territorio nacional.
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