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RESUMEN

Introduccion: Los norovirus (NoV) son importantes agentes causantes de gastroenteritis de
origen alimentario, con brotes asociados al consumo de frutas, vegetales de hoja, moluscos
bivalvos y alimentos de delicatessen. El aumento de la importancia epidemioldgica de estos
virus ha sido demostrado por el establecimiento de redes de laboratorio de vigilancia en
diversos continentes. Las infecciones por NoV se hicieron mas conocidas especialmente con
la consolidacion del mercado de buques de cruceros en el pais a partir de 2004. Objetivo:
Este estudio tiene como objetivo presentar avances relacionados con la investigacion de NoV
en alimentos, destacando caracteristicas de este patogeno y estrategias para su deteccion
en estas matrices. Método: Se realizd una revision integrativa, por el levantamiento de
articulos cientificos con el objetivo de tratar los principales aspectos de NoV. Resultados: Se
realizé una amplia revision de la literatura, con la descripcion de los principales resultados
presentes en la literatura consultada y la discusion de aspectos como enfermedades
transmitidas por alimentos (DTA), virus como contaminantes de alimentos, estabilidad
y desinfeccion, brotes de origen alimentario asociados a los NoV, alimentos asociados a
la contaminacion por NoV, métodos de concentracion y deteccion de NoV en alimentos,
estudios de evaluacion de riesgos y prevencion y control. Conclusiones: Los registros de
involucramiento de NoV en brotes de origen alimentario y la creciente diversidad genética
de estos virus refuerzan la necesidad de vigilancia de laboratorio y epidemioldgica sobre
todo en los paises en desarrollo, como Brasil.

PALABRAS CLAVE: Norovirus; Alimentos; Brotes de Enfermedades; Gastroenteritis;
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. 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.
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INTRODUCION

Descrito por primera vez en la década de 1970 con el uso de
inmuno-microscopia electrdnica’, los virus Norwalk, como eran
conocidos los norovirus (NoV), tuvieron su importancia epidemi-
olégica reconocida solamente a partir de la década de 1990 con el
advenimiento de técnicas moleculares de clonacion y secuencia-
cion nucleotidica, que permitieron la produccion de insumos para
diagnostico?*45¢, Actualmente, los NoV son reconocidos como los
principales agentes causantes de brotes y casos esporadicos de
gastroenteritis aguda de origen no bacteriano en humanos’#%1°,

El impacto de las infecciones por NoV en los paises industrial-
izados es evidente por el nimero de redes de vigilancia epide-
mioldgica establecidas en los diferentes continentes. Las plata-
formas electronicas como Noronet (Paises Bajos), Food-borne
Viruses in Europe (Union Europea), el Hospital Norovirus Outbreak
Reporting Tool (Inglaterra), Episurv (Nueva Zelanda), OzFoodNet
(Australia), Calicinet y National Outbreak Reporting System (Esta-
dos Unidos) promoviendo la integracion entre laboratorios por el
intercambio de datos epidemiologicos y moleculares provenientes
de brotes, proporcionando informaciones sobre la circulacion de
genotipos y el surgimiento de nuevas variantes'-'2'3'4, En estos
paises, donde el diagndstico esta bien establecido, los NoV son
responsables de mas de 200.000 muertes/afio, principalmente de
nifios menores de 5 afos de edad’.

En Brasil, las infecciones por NoV se hicieron mas conocidas
especialmente con la consolidacion del mercado de buques
de cruceros en el pais a partir de la temporada de 2004/2005
(http://www.abremar.com.br/down/fgv2015.pdf), ya que es
comun la aparicion de brotes de gastroenteritis en estos ambi-
entes'®>16.17.18 - Adicionalmente, diversos estudios realizados
en el pais vienen demostrando el impacto de las infecciones
por NoV en diferentes poblaciones incluyendo brotes, casos
esporadicos, pacientes hospitalizados, asi como la ocurrencia
de infecciones asintomaticas y casos asociados a cuadros de
diarrea persistente!?20:21,22,23 , 24.25,26,27,28,29,30,31,32 | 3 diseminacion
ambiental de los NoV en diferentes matrices acuaticas en el
pais también ha sido demostrada con concentraciones que alca-
nzan 1.5E + 04 - 0.3E + 05 (GC) / L en muestras de alcantaril-
ladO brut033,34,35,36,37,38,39, 40‘

En cuanto a las gastroenteritis de origen alimentario, que se
encuentran en el grupo de enfermedades transmitidas por ali-
mentos (DTA), los NoV se asociaron a 38 brotes (0,9%) de un
total de 9.719 casos notificados por el Ministerio de Salud (MS)
periodo 2000-2014*'. En mas de 10.000 brotes de gastroenteri-
tis asociados a la contaminacion alimentaria reportados en los
Ultimos afnos, mas de la mitad no posee un agente etioldgico
definido. Asi, como en la mayoria de los paises, la determi-
nacion de brotes de origen alimentario asociados con NoV se
basa en investigaciones epidemiologicas y pruebas de laborato-
rio realizadas con muestras clinicas de individuos involucrados
en estos brotes*.

La deteccion de NoV humano en alimentos es dificultada por
la complejidad de la matriz alimentaria y por la presencia
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de bajos niveles de particulas de virus, lo que resulta en
subnotificacion de brotes*“4. Esta revision tiene como prin-
cipal objetivo presentar los NoV como los principales agen-
tes virales asociados a brotes de gastroenteritis de origen
alimentario, describiendo sus caracteristicas generales y los
avances relacionados con la investigacion de estos virus en
matrices alimentarias.

METODO

Este estudio, elaborado como una revision integrativa, fue con-
ducido seglin metodologia descrita por Sobral y Campos®, por el
levantamiento de articulos cientificos con el objetivo de tratar
los principales aspectos de NoV a partir del consumo de alimen-
tos contaminados, asi como infecciones relacionadas. La inves-
tigacion de literatura cientifica fue realizada por consulta a la
base de datos PubMed (empleando palabras clave como: norovi-
rus on foods, metodologias para norovirus on foods, norovirus
review) y del MS.

RESULTADOS Y DISCUCION

Enfermedades transmitidas por alimentos (DTA)

DTA es un término genérico aplicado a un sindrome generalmente
constituido de anorexia, nauseas, vomitos y / o diarrea, acom-
panada o no de fiebre, atribuida a la ingestion de alimentos o
agua contaminados. Sin embargo, los sintomas digestivos no son
las Unicas manifestaciones de estas enfermedades, ya que las
infecciones extraintestinales en diferentes organos y sistemas,
segln el agente involucrado, también pueden ocurrir. Ademas
de bacterias y toxinas, las DTA también pueden ser causadas por
sustancias toxicas, parasitos y virus*:

El perfil epidemioldgico de las DTA en Brasil todavia es poco con-
ocido. Solo algunos estados y / o municipios disponen de infor-
maciones estadisticas y datos sobre los agentes etiologicos mas
comunes, alimentos frecuentemente implicados, poblacion de
mayor riesgo y factores contribuyentes*+- Hay todavia casos de
DTA que no son notificados a las autoridades sanitarias, ya que
muchos patogenos alimentarios causan sintomatologia blanda y
el paciente no busca auxilio médico*.

En muchos paises, incluso en Brasil, la descripcion de brotes
(episodio en que dos o mas personas presentan enfermedad sim-
ilar después de ingerir alimentos y / o agua del mismo origen
notificados) se restringe a aquellos que involucran a un mayor
numero de personas o cuando la duracion de los sintomas son
mas prolongados®.

La Figura presenta los principales agentes etioldgicos identifica-
dos en los brotes de DTA ocurridos en Brasil entre 2007 y 2016,
destacando el nimero de agentes no identificados y el pequefio
nimero de casos asociados a los NoV, asi como otros agentes
virales (rotavirus y virus de la hepatitis A).
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Fuente: Adaptado de Ministerio de Salud (2016) 47; * datos sujetos a la actualizacion.

Figura. Brotes de gastroenteritis de origen alimentario identificados en Brasil en el periodo 2007-2016 * de acuerdo con el agente etiologico involucrado.

Virus como contaminantes de alimentos

Como virus de transmision fecal-oral, los virus entéricos humanos
son importantes contaminantes de agua y alimentos, principal-
mente por ser virus no envueltos y resistentes a condiciones
adversas, tanto en el organismo humano (acidez del estomago)
como en el ambiente®. Los virus de la hepatitis A (HAV) y E
(HEV), enterovirus, astrovirus, parvovirus, rotavirus, adeVNirus
(ADV) 40 y 41, y, mas raramente, coronavirus también se asocian
a infecciones de origen alimentario’" 52,

Aunque la estabilidad de estos virus en las diferentes matrices
depende de diversos factores ambientales tales como pH, calor y
resistencia a agentes de limpieza, la baja dosis infecciosa de los
NoV (18 particulas de virus pueden causar enfermedad) repre-
senta un factor relevante en la transmisibilidad de estos virus'®
5354555657 | 3 ingestion de agua o alimento contaminado consti-
tuye la principal via de infeccion en estos casos, sin embargo la
enfermedad asociada puede ocurrir indirectamente a partir del
contacto con los habitos contaminados®.

Un importante factor a ser considerado en la transmision de los
NoV es el gran nimero de infecciones asintomaticas®¢*'. Los
brotes por VN a menudo implican la preparacion de alimentos
por un manipulador en el ambiente de servicio de alimentacion,
en el que el contacto directo de las manos o con mano enguan-
tada y limpieza inadecuada son identificados como factores
contribuyentes comunes. Una dispersion de virus por manipula-
dores de alimentos posee el potencial de contaminacion en estos
ambientes, donde grandes cantidades de alimento pueden ser
preparadas en un area relativamente pequena, involucrando la
interaccion de varios funcionarios®.

Norovirus

Pertenecen al género Norovirus, familia Caliciviridae los NoV
son un grupo de virus no envasados, icosaédricos, con aproxi-
madamente 27 a 38 mm de diametro, cuyo nombre deriva de la
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palabra griega calyx (caliz), en referencia a las depresiones seme-
jantes a este formato sobre la misma, superficie del virus®+®.
Estos virus se mencionaron previamente por otros nombres, tales
como small round-structured viruses e virus Norwalk-like®.

El genoma consiste en un ARN de cadena simple polaridad pos-
itiva que alcanza de 7,3 a 7,5 kb, organizado en tres cuadros
abiertos de lectura (ORF) y con una cola poli (A) en el extremo
3’2367 La ORF1 codifica una poliproteina, que se divide en al
menos seis proteinas no estructurales, incluida la ARN polime-
rasa dependiente de ARN (RdRp); ORF2 y ORF3 codifican respec-
tivamente las proteinas VP1y VP2 de la capside viral®.

Debido a la diversidad genética del género, los NoV se clasif-
ican en genogrupos (G) y genotipos (GG) por la secuenciacion
nucleotidica de la region genomica completa que codifica para
la proteina VP1 de la capside®. Actualmente, los NoV han sido
clasificados en siete genogrupos (GI-GVII)™ de los cuales tres (Gl,
Il'y IV) infectan humanos”.

NoV Gll.4 ha sido asociado con la mayor parte de brotes y casos
esporadicos ocurridos mundialmente, principalmente debido a
la emergencia de nuevas variantes que se vuelven dominantes a
intervalos de 2 a 3 afos”. Sin embargo, en 2013, el GII.P17 sur-
gié como un nuevo genotipo con potencial de evolucion similar
al Gll.4 alterando la epidemiologia de los NoV en el mundo?. La
deriva antigénica y la recombinacion de hotspot, principalmente
de la region de union ORF1 / ORF2, han sido reportadas como
un mecanismo importante para la evolucion de NoV llevando al
surgimiento de nuevos virus’7>7677.78,79.80  Se han descrito varias
cepas recombinantes de VN, de modo que el analisis de mas de
una region del genoma puede ser importante para la deteccion
de cepas Unicas o recombinantes®.

En Brasil, la diversidad genética de los NoV fue demostrada por
la deteccion de diferentes genotipos de genogrupos humanos Gl
(Gl.1-4, GI.7-8), Gl (GII.1-9, GII.12-17, GII.20 (GlI.1, GlI, GlI)
y IV (GIV.1), asi como de variantes de GIl.4 y recombinantes
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(US95_96, Kaiso_2003, Asia_2003, Hunter_2004, Yerseke_2006a,
Den Haag_2006b, New Orleans_2009 y Sydney_2012) 77:82:83,84,85,86_

La infeccion por NoV en humanos se caracteriza como una infec-
cion gastrointestinal autolimitada con sintomas que incluyen
nauseas, vomitos, diarrea, malestar, dolor abdominal, dolores
musculares, anorexia, dolor de cabeza y fiebre baja. Los sinto-
mas generalmente empiezan 1 a 2 dias después del consumo de
alimentos o agua contaminados y persisten por 1 a 8 dias®.

Las investigaciones de brote han implicado el vémito como via
de transmision, por la produccion de aerosoles que pueden ser
inhalados, o por la contaminacion directa de superficies® 88,
La infeccion afecta a todos los grupos de edad, ocurriendo
principalmente en ambientes domésticos e institucionales,
tales como hospitales, escuelas, restaurantes, asilos y cruceros
maritimos®®¢%91 La epidemiologia de los NoV es compleja e
influenciada por muchos factores, incluyendo inmunidad de la
poblacion, evolucion del virus, estacionalidad, estabilidad del
virus en el ambiente y la frecuente ocurrencia de infecciones
asintométicaSS‘),ﬁO, 61 ,92,93,94,95‘

Estabilidad y desinfeccion

Los NoV permanecen infecciosos después del tratamiento con
desinfectantes cominmente utilizados, como alcoholes y com-
puestos cuaternarios de amonio, asi como después de calenta-
miento a una temperatura de 60 ° C durante 30 minutos, a éter
20% por 18 horas a 4 ° C y cuando estan expuestos a pH 2,7
por tres horas a temperatura ambiente®. También pueden ser
estables a la inactivacion después del tratamiento con 3,75 a
6,25 mg / L de cloro (residuo de cloro libre de 0,5 a 1,0 mg
/ L), concentracidon que se encuentra en sistemas de distribu-
cion de agua para consumo. Sin embargo, las particulas de VN
se inactivan después del tratamiento con 10 mg / L de cloro. Los
estudios demostraron que los NoV son mas resistentes a la inac-
tivacion por cloro que el poliovirus tipo 1, los rotavirus humanos
(Wa), el rotavirus simion (SA11) y el bacteriofago F2%.

Segn Mormann et al.®, las medidas utilizadas por la industria de
procesamiento de alimentos para fines de conservacion y los pro-
cesos utilizados por los consumidores para preparacion y almace-
namiento serian suficientes para inactivar NoV en alimentos con-
taminados y asi la validacion de las condiciones de inactivacion
térmica en alimentos especificos ha sido necesaria®.

Considerando la estabilidad de los NoV en el medio ambiente,
Baert et al.'™ han desarrollado un trabajo de revision sobre la
eficacia de los métodos de conservacion utilizados para la inac-
tivacion de los virus en los alimentos. Los autores sugirieron que
métodos de conservacion de alimentos tales como calefaccion,
procesamiento por alta presion hidrostatica e irradiacion han
sido mas eficaces en la inactivacion de patogenos que congel-
acion, refrigeracion, actividad de agua reducida, acidificacion
o embalaje en atmosfera modificada. También destacaron la
combinacion tiempo-temperatura y la eficacia variable de saniti-
zantes sobre la matriz alimentaria en relacion a las cepas virales.
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La indisponibilidad de linajes celulares para la replicacion de VN
humano en laboratorio resultd en la utilizacién de virus pertene-
cientes al mismo género como sustitutos para predecir el com-
portamiento de VN en estudios de estabilidad en alimentos. En el
presente estudio se evalud la relacion entre el peso corporal y el
peso corporal en el grupo de edad. Se incluyen también el calici-
virus canino (CaCV) utilizado por Rutjes et al.'® en muestras de
lechuga y crema, y el virus Tulane (TV), un calicivirus que pert-
enece al género Recovirus®>'®, En un estudio realizado por Wang
et al.” se demostré que MNV-1, TV y HAV pueden resistir sobre la
superficie de semillas de alfalfa por un periodo prolongado (22°
C hasta 50 dias), y estos virus podrian contaminar brotes después
de la germinacion y ser transferidos para el agua de riego.

Brotes de origen alimentar asociados a los NoV

De acuerdo con la investigacion de literatura sobre tendencias
epidemioldgicas globales de brotes ocurridos de 1983 a 2011,
Matthews et al.'® observaron que la mayoria de infecciones
por NoV fueron transmitidas por rutas de origen alimentario
(54%), con segunda posicion para transmision persona a (26%).
Sin embargo, esta fue una metanalisis de brotes publicados y
no necesariamente basada en datos de vigilancia de base pobla-
cional. Ademas, la tasa de ataque (definida como el nimero de
casos por persona expuesta) y la distribucion de genotipos son
factores relevantes para la investigacion de brotes'®,

Para estimar la proporcion de infecciones de origen alimentario
causadas por NoV a una escala global, Verhoef et al.' utilizaron
sistemas internacionales multiples de vigilancia de brotes (Nor-
oNet, Calicinet, Episurv) y revision sistematica de la literatura,
y demostraron que, aunque la proporcion de brotes causados por
NoV Gll.4 ha sido menor que los asociados con otros genotipos,
es considerable la contribucion absoluta de brotes de origen ali-
mentario por NoV GIl.4 a los costos sociales y econémicos cau-
sados por este virus.

Alimentos asociados a contaminacion por NoV

Los alimentos frescos sujetos a la contaminacion ambiental y
manipulacion'” como las frutas, los vegetales folhosos'®y los
moluscos bivalvos'®; son los que presentan un mayor riesgo de
contaminacion por NoV. Estos alimentos, ademas de ser con-
sumidos crudos, estan sujetos a la manipulacion humana con-
siderable y pasan por tratamientos sanitarios industriales que no
garantizan la eliminacion total del patdgeno cuando presente'.
Los articulos de delicatessen y alimentos listos para el consumo
que no sufren procesamiento adicional, tales como sandwiches
frios''"112 ensaladas de vegetales'”* y productos de confiteria,
también se asocian cominmente a brotes.

Frutas y vegetales foliares

Los brotes relacionados con diversos tipos de productos, incluy-
endo frutas frescas cortadas, lechuga, tomates, melones, ensal-
adas, cebollas verdes, fresas, frambuesas y salsa se atribuyeron
a NoV humano'>'%"7  Varios brotes implicados en el consumo
de productos frescos fueron conocidos o sospechosos debido a
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la contaminacion en el campo, sugiriendo que el agua de riego
seria una via de contaminacion?® ",

Investigaciones anteriores con cultivo hidropdnico de lechuga
mostraron que los virus pueden ser internalizados a través de
la raiz y diseminados para las porciones aéreas de la planta® ",
Se verificd que el medio de crecimiento de las plantas desem-
pefna el papel significativo en la internalizacion del patogeno,
por absorcion por el sistema radicular'?,

En los Estados Unidos, NoV humano representa mas del 40% de las
enfermedades relacionadas con productos frescos cada afo'?"'2?
y, segun la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y
el Centro Europeo para la Prevencion y el Control de (ECDC), el
11,6% de los casos de infecciones viricas fueron causados por el
consumo de vegetales, frutas, bayas, jugos y alimentos mixtos
en 32 paises de Europa, en el afio 2013123124

Moluscos bivalvos

Los moluscos bivalvos son tipicamente conocidos por el alto
riesgo de contaminacion microbioldgica que presentan, ya
que son acumuladores naturales de particulas dispersas en el
agua. Los parametros bacterioldgicos han sido utilizados como
criterio regulatorio de seguridad alimentaria para evaluar la
contaminacion de estos alimentos, asi como de las aguas de
cultivo, principalmente después de eventos de potencial con-
taminacion fecal'?.

Sin embargo, concentraciones de Escherichia coli y coliformes
en ostras y aguas de cultivo pueden reducirse dentro de unos
dias debido a la inactivacion y eliminacion bajo influencias del
ambiente y de las mareas, lo que no ocurre con los virus126. Una
caracteristica de brotes relacionados con esta fuente es su fre-
cuente asociacion con linajes multiples de virus observados tanto
en pacientes infectados como en el alimento involucrado'.

La mayoria de los brotes por NoV asociados a los moluscos
bivalvos se vinculan al consumo de ostras, ya que se consumen
crudas, aunque algunos brotes se han vinculado a ostras coci-
das'. Estudios previos reportaron ademas que ostras congeladas
importadas fueron atribuidas a brotes de gastroenteritis por NoV
en Australia y en los EE.UU. 2130,

Los tanques para la depuracion de ostras se han utilizado para
reducir la contaminacion bacteriana, sin embargo, los proced-
imientos de depuracion estandar son ineficaces para los con-
taminantes virales, como lo demuestran los altos niveles de NoV
detectados en ostras comercialmente distribuidas en Italia y los
EE.UU.B%32_ En las ostras artificialmente contaminadas y depu-
radas, AdV humano fueron detectados hasta 168 y MNV-1 hasta
96 h de depuracion, con cuantificacion viral variando de 3,2E +
05CG / ga4,4E + 07 CG / g paraAdV y de 3,5E + 04 CG / ga 2,9E
+06 CG / g para MNV-1 después de 14 dias de analisis'.

Un estudio realizado en el Reino Unido en 2011 demostro que el
76,2% (n = 844) de muestras recogidas en las areas de produc-
cion de ostras presentaron resultados positivos para NoV Gl y /
o GII™**, En un brote de gastroenteritis asociado al consumo de
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ostras en un restaurante, también en el Reino Unido, NoV Gl y GlI
se detectaron en concentraciones <100 copias / g (limite teorico
de deteccion del ensayo es 13 copias/g de glandula digestiva de
la muestra) y 1.736 copias/g, respectivamente’.

En Brasil, VN GI fueron detectados en Crassostera gigas cul-
tivadas en viveros marinos por 14 dias, con concentraciones de
1,2E+ 06 CG/ g, yNoV Gll en el agua del mar, con concentra-
ciones de 7,5 E + 13 CG / G™¢. En investigaciones posteriores,
NoV no fueron encontradas por Souza et al.’** en ostras natural-
mente contaminadas.

Itens de delicatessen e alimentos prontos para o consumo

El método de deteccion de NoV fue evaluado por Stals et al.’”
en alimentos listos para el consumo, tales como muestras de
ensalada de penne, sopas, sandwiches y comidas compuestas,
encontrando que la recuperacion de NoV Gl y GlI fue influenciada
por el nivel de indculo viral y por el tipo de alimento. Ademas,
MNV-1 fue evaluado con éxito como control de proceso por la
misma metodologia de deteccion.

En un brote de gastroenteritis por NoV, Malek et al.'*® encon-
traron que el consumo de carnes de delicatessen resultd en
137 personas enfermas, en 13 viajes de rafting independientes
durante un periodo de un mes, y la misma secuencia del virus
fue encontrada en muestras fecales obtenidas de personas que
participaron de cinco viajes diferentes.

En Brasil, se identificaron NoV Gl.1 en muestra de mantequilla
con hierbas y NoV GIl.4 en muestras de queso y salsa blanca
contaminadas naturalmente, relacionadas con un brote de gas-
troenteritis aguda en un buque de crucero®. En este estudio,
la secuenciacion parcial del gen de la RNA polimerasa mostro
la presencia de linajes Gll.4, confirmando trabajos previos que
describen la incidencia y distribuciéon de este genotipo en el
mundo entero, incluyendo Brasil?"13*

Métodos de concentracién y deteccion de NoV en alimentos

De acuerdo con Baert et al."™, tres categorias de alimentos se
consideran cuando se eligen metodologias de concentracion y
deteccion de virus: alimentos ricos en agua y carbohidratos (fru-
tas y vegetales); ricos en proteina y grasa (productos listos para
el consumo) y moluscos bivalvos, debido a la acumulacion y con-
centracion de particulas virales y otros patogenos en el sistema
digestivo®’.

Los pasos requeridos para la deteccion de virus en estas matrices
incluyen 1) concentracion y purificacion de virus, 2) extraccion
de acido nucleico, 3) deteccion, y (d) confirmacion'. La con-
centracion de particulas virales para un volumen menor de
muestra es la etapa mas critica del proceso y particularmente
necesaria debido a los bajos niveles de virus que pueden ocurrir
en las matrices''*.%2, Durante la concentracion de los virus, las
moléculas tales como los polisacaridos, las proteinas y los acidos
grasos se quitan para prevenir la inhibicion de la extraccion de
ARN posterior y la deteccion molecular'#'#,
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Los protocolos de elucion-concentracion, basados en la recu-
peracion de las particulas virales de la superficie del alimento
utilizando un tampon apropiado seguido por concentracion de los
virus eluidos incluyen precipitacion por polietileno glicol (PEG),
ultracentrifugacion, ultrafiltracion, inmunoconcentracion y sep-
aracion cationica. Diferentes metodologias presentan tasas de
recuperacion viral influenciadas por la concentracién de inoculo
y por el tipo de alimento analizado'’.

La eficacia de estos métodos ha sido evaluada en diversos estu-
dios con el objetivo de proporcionar informaciones sobre recu-
peracion viral. En la investigacion realizada por Summa et al.',
muestras de lechuga, jamoén y frambuesas fueron contaminadas
artificialmente con NoV GlI, para la comparacion de cuatro mét-
odos de recuperacion viral basados en técnicas de ultrafiltracion,
separacion inmunomagnética, ultracentrifugacion y precip-
itacion por PEG. Ultracentrifugacion produjo mayores eficiencias
de recuperacion en lechuga y jamén, mientras que la precip-
itacion por PEG gener6 mayor rendimiento de recuperacion de
NoV en frambuesas.

Otros métodos, inicialmente descritos para la concentracion de
NoV a partir de diferentes matrices acuaticas, se han adaptado
para la recuperacion de estos virus en las matrices alimentar-
ias. La utilizacion de métodos comunes para diferentes matrices
puede ser (til en la investigacion de brotes, en la que se suminis-
tran muestras de origen diverso. El método de concentracion por
filtracion en membranas cargadas negativamente descrito para
la recuperacion de NoV a partir de agua del mar'# fue adaptado
para muestras de lechuga fresca y queso minas por la elucion
directa de estos alimentos'7:148149,

El método de floculacion organica utilizando leche descre-
mada150 también fue adaptado con éxito para la recuperacion
de virus a partir de las fresas'™'. Cuando se compar6 con métodos
de precipitacion por PEG vy filtracion con membranas cargadas
negativamente, mostro un porcentaje de recuperacion de 2,5y
32 veces mayor que las demas metodologias, respectivamente.
La floculacion organica es un método considerado de bajo costo,
pues utiliza s6lo un paso en la concentracion de las muestras,
ahorrando tiempo y reactivos. La Tabla presenta un resumen
de las tasas de recuperacion viral obtenidas con estas metod-
ologias, en estudios realizados en Brasil.

La extraccion de ARN es la segunda etapa en la estrategia para
la deteccion de NoV. Protocolos de extraccion implican (1) lisar
la capside viral y (2) aislar RNA®’. Sin embargo, las técnicas de

Tabla. Eficiencias de recuperacion de NoV en los alimentos.
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extraccion directa de ARN viral implican tratamiento del pro-
ducto alimenticio por la elucion viral con un reactivo basado en
isotiocianato de guanidina/fenol, seguido por la purificacion del
RNA extraido. La extraccion directa de ARN se aplicé en alimen-
tos compuestos por proteina 'y / o grasa, con 1 a 10% unidades
de NoV detectadas, que fueron recuperadas en 10 ga 30 g de
hamburguesa, pavo, roast beef, penne, tagliatelle y jamoén de
delicatessen'41%,13

La primera descripcion detallada del empleo de metodologias
moleculares para esclarecer brotes de origen alimentario fue
descrita en los EE.UU. a partir de la deteccion de NoV en jamon
contaminado™'. Las metodologias moleculares de transcripcion
inversa seguidas de reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)
se utilizan para la deteccion y cuantificacion de NoV. El método
cuantitativo RT-qPCR, que incorpora una sonda marcada con flu-
orescencia o colorante fluorescente especificamente intercalado
en la mezcla de reaccion, ha sido el mas recomendado debido a
su sensibilidad, especificidad y rapidez'.

Sin embargo, esta metodologia basada en una curva estandar
requiere una calibracion cuidadosa y ofrece cuantificacion rela-
tiva con variaciones interlaboratoriales’. Como la deteccion de
pequenas concentraciones virales es la regla para las matrices
alimentarias, la interpretacion de los resultados debe seguir cri-
terios bien establecidos'.

A pesar de la sensibilidad, el ensayo molecular presenta limita-
ciones por no proporcionar datos de infecciosidad, pudiendo ser
el RNA detectado proveniente de una particula viral integra o
ser una molécula residual™. Recientemente,los procedimien-
tos de pretratamiento y / o utilizacion de colorantes que se
intercalan en ARN y ADN, como el propio monoazida (PMA) en
metodologias moleculares, se han utilizado para la deteccion y
determinacion de infecciosidad de NoV humano'”:'3¢, ocurriendo
amplificacion solo de los genomas virales de particulas integras,
o0 sea, infecciosas'® %0,

Otra cuestion importante en la deteccion de NoV a partir de las
matrices alimentarias es el uso de virus como control interno de
proceso. MNV-1, Mengovirus (linaje MC)), calicivirus felino (FCV)
y bacteridfagos como MS2 y PP7'41¢ son ejemplos de virus que
han sido utilizados con éxito:6%163.164.165,1¢6 ' sjendo los bacteriofa-
gos mas accesibles para produccion en laboratorios de microbi-
ologia de alimentos'®’.

Eficiencias medias

Métodos de concentracion viral Muestras de alimentos i o Referencias
de recuperacion de NoV (%)
Queso 6,0-56,3
Filtracion con membranas cargadas negativamente 147
Lechuga 5,2-72,3
Filtracion con membranas cargadas negativamente Lechuga 3,5-32,0 149
Filtracion con membranas cargadas negativamente Lechuga 0,06-0,67 148
Floculacion organica Fresa 1,29-41,37 151
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Después de la deteccion viral, otra etapa fundamental es la car-
acterizacion molecular de los NoV por el secuenciacion nucleo-
tidica del genoma. La secuencia completa de ORF2 que codifica
el gen de la proteina VP1 de la capside viral (1.600 pares de
base) se utiliza como estandar para la caracterizacion molecular
de genotipos y estudios filogenéticos’'. Sin embargo, la secuen-
ciacion parcial de esta region del genoma se ha utilizado para la
caracterizacion rapida de los genotipos por el uso de iniciadores
que tienen como objetivo regiones menores de la ORF2, denom-
inadas C (extremo 5 ‘de la ORF2) y D (extremo 3’ de la ORF2)

168,169,170

Para la caracterizacion molecular de variantes de Gll.4, Vega
et al."" desarrollaron un protocolo de amplificacion que utiliza
iniciadores que tienen como objetivo la region codificante del
subdominio P2 de la proteina VP1 de la capside viral, ya que
gran parte de las mutaciones que diferencian los genotipos y las
variantes se producen en esta region. En la actualidad, la car-
acterizacion molecular de los NoV es facilitada por el National
Institute for Public Health and the Environment (RVMI) que dis-
pone la herramienta Norovirus Genotyping Tool version 1.0 de
genotipado automatico por la insercion de secuencias nucleotidi-
cas del genoma en esta plataforma’”2.

En 2013, las especificaciones técnicas (TS) desarrolladas por el
Comité Europeo de Normalizacion [(CEN)/TC 275/WG 6] y aproba-
das por la Organizacion Internacional para la Estandarizacion
(ISO) establecieron metodologias estandarizadas para la detec-
cion de NoV y HAV (ISO/TS 15216-1, 2013 e ISO/TS 15216-2, 2013)
en categorias de alimentos de alto riesgo, lo que representa un
avance significativo en los estudios de virologia de alimentos®'.

Estudios de evaluacién de riesgos

La evaluacion de riesgo microbiano cuantitativo (QMRA) se ha
convertido en una herramienta valiosa para caracterizar riesgos
de enfermedad de origen alimentario asociados con patdgenos,
sin embargo, parte considerable de los estudios se relaciona
con agentes bacterianos'”>'7417>, En relacion a NoV, los modelos
de QMRA fueron desarrollados para evaluar el riesgo de NoV en
agua de consumo'’® y agua de recreacion'’'7%, En los alimentos,
estudios de QMRA para NoV son limitados y concentrados en la
contaminacion inicial de produccion fresca'?® 180181,

Una revision sobre los estudios de evaluacion de riesgo micro-
bioldgico en agua y seguridad de productos frescos reveld que
los virus presentaron estimaciones de riesgo mas altas en com-
paracion con los agentes bacterianos. Las semillas de folios se
identificaron como el producto de mayor preocupacion, cuando
se compararon con diferentes productos alimenticios'®.

Sin embargo, un estudio realizado por Stals et al.'? presentd
modelo cuantitativo de exposicion a NoV con foco en la transmis-
ion potencial durante la preparacion de sandwiches. Se encontro
que una Unica dispersion de NoV por manipulador de alimentos
podria causar niveles medios de 43 + 18, 81 + 37 y 18 + 7 particu-
las de NoV presentes en los sandwiches, manos y superficies de
trabajo, respectivamente.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/
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Prevencion y control

El diagnostico de laboratorio rapido es una herramienta impor-
tante para dirigir el control de brotes por NoV por la eleccion de
practicas de intervencion y control apropiadas, tales como pro-
tocolos de limpieza y desinfeccion, aislamiento, agrupamiento
de pacientes basado en los sintomas, exclusion de empleados
sintomaticos o manipuladores de los alimentos o, en Ultima
instancia, el cierre de establecimientos'®.

El control de la contaminacion de los alimentos, el agua, las
superficies ambientales y los habitos, asi como la higiene ade-
cuada de los manipuladores de alimentos es fundamental en la
reduccion de la transmision®. En el caso de los manipuladores de
alimentos infectados se recomienda el alejamiento por lo menos
3 dias después de la resolucion de los sintomas. Los adultos y los
nifos infectados deben mantenerse alejados de las actividades
escolares y de trabajo durante el mismo periodo de tiempo vy,
en caso de brotes, el funcionamiento de establecimientos como
buques de crucero, resorts, campamentos y restaurantes debe
interrumpirse para evitar la exposicion de una nueva poblacion
de susceptibles'®. Las superficies contaminadas después de epi-
sodios de vomito o diarrea deben ser desinfectadas con una solu-
cion de hipoclorito al 5% -25% o 1.000 a 5.000 ppm?'83.,

La importancia clinica cada vez mayor de las infecciones por
NoV humano sugiere la necesidad de una vacuna eficaz, que pro-
moveria el bloqueo de vias de transmision particularmente para
las poblaciones de alto riesgo, tales como manipuladores de ali-
mentos, militares, personas mayores, ninos e individuos inmuno-
comprometidos, mejorando asi como la seguridad alimentaria, la
salud publica y la biodefensa®.

El desarrollo de vacunas para NoV ha sido dirigido a la expresion
de proteinas de la capside viral como virus like particles (VLPs)
en diferentes vectores®'®'_ Una vacuna bivalente de amplia
cobertura que utiliza VLPs de un consenso de tres variantes de
NoVGII.4 en combinacion con NoVGI.1 esta en fase final de prue-
bas por el grupo Takeda Vacunas' 11 A pesar de los avances
logrados, uno de los principales desafios en el disefio de vacunas
es la gran variabilidad genética de estos virus y la sustitucion
de cepas pandémicas a intervalos de tiempo cortos, como se
observa para el virus de la gripe A"'.

CONCLUSIONES

Los registros de participacion de NoV en brotes de origen alimen-
tario y la creciente diversidad genética de estos virus refuerzan
la necesidad de vigilancia de laboratorio y epidemiologica sobre
todo en los paises en desarrollo, como Brasil, donde no sélo la
deteccion directa de virus de muestras de alimentos natural-
mente contaminados , asi como el diagndstico, todavia estan
restringidos a los laboratorios de investigacion. Diferentes met-
odologias de elucion-concentracion presentan gran variabilidad
en las tasas de recuperacion viral dificultando la recuperacion de
los NoV en diferentes matrices.
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El establecimiento del diagnodstico de NoV en los Laboratorios
Centrales de los estados (Amazonas, Bahia, Ceara, Para, Pernam-
buco, Rio de Janeiro, Santa Catarina y Sao Paulo) que estan en
la ruta de la temporada de cruceros por el Programa Nacional
de Fortalecimiento de la Vigilancia Sanitaria que actta en los
puertos, aeropuertos y fronteras, publicado el 6 de diciembre
de 2012, representa un gran avance en la capacidad de esclare-
cimiento de brotes en el pais, facilitado por la edicion de la
norma ISO/TS 15216 (2013) que, estandarizando metodologias de
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