View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Nacional de Satde

Doutor Ricardo Jorge

Observagbes_ Boletim Epidemiolégico

7]

| . _Seguranca alimentar

brought to you by .i CORE

provided by Repositério Cientifico do Instituto Nacional d
e =

2016

nimero

22 série

:  /
especial§ / _ - A& f\ # b
—— () = d”ﬂ[ ) A=

_Detecao de norovirus e virus da hepatite A em géneros alimenticios

Detection of norovirus and hepatitis A virus in foodtuffs
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Departamento de Alimentacdo e Nutrigdo, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa/Porto, Portugal.

_Resumo

Em 2014, os dados reportados para a European Food Safety Authority
(EFSA), evidenciam que o numero de surtos causado por virus foi supe-
rior ao causado por Salmonella spp. contudo, em 2015, este nimero di-
minuiu. A nivel mundial e de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), entre 2007 e 2015 os virus foram os principais agentes causais
de doengas diarreicas. Com o objetivo de incrementar a sua capacida-
de de resposta no esclarecimento de surtos de toxinfecao alimentar bem
como na vigilancia, monitorizagéo e controlo de géneros alimenticios, o
Laboratdrio de Microbiologia do Departamento de Alimentacao e Nutrigao
(DAN) implementou em 2015 o0 método de detegao de Norovirus (NoV) ge-
nogrupo Gl e genogrupo Gll e virus da Hepatite A (HAV) de acordo com
a ISO/TS 15216-2. As amostras analisadas em 2015-2016 incluiram mo-
luscos bivalves, frutos vermelhos, vegetais e superficies do ambiente de
produgao/manipulacéo de alimentos. Em amostras dos moluscos bivalves
nao depurados foram detetados NoV Gl e GlI. Surtos de origem alimentar
de NoV e HAV s&o um problema emergente em saude publica, pelo que as
estratégias de controlo deverao orientar-se essencialmente para a vigilan-
cia e prevengao da contaminac@o dos géneros alimenticios mais susceti-
veis, identificando e minimizando o impacte dos diversos fatores de risco
inerentes ao ambiente de producgéo, preparacao, conservagao, distribui-
¢ao e consumo.

_Abstract

In 2014 the data reported to European Food Safety Authority (EFSA), evi-
denced that the number of foodborne outbreaks caused by viruses was
higher than those caused by Salmonella spp., but in 2015 this number
decreased. At global level and according to the World Health Organiza-
tion (WHO), between 2007 and 2015 viruses were the main diarrhoeal
diseases agents. With the objective to contribute to the clarification of
foodborne outbreaks of viral origin associated to foodstuffs consumption
and to enhance the laboratory capacity, the Food Microbiology Labora-
tory of the Food and Nutrition Department, implemented in 2015 the
method for detection of Norovirus (NoV) Genogroup | and Il and Hepati-
tis A Virus (HAV) according to ISO/TS 15216-2. The samples analysed
included bivalve molluscs, soft fruits, vegetables and surfaces of the en-
vironment of production/handling of foodstuffs. In samples of bivalve
molluscs, not depurated, Norovirus Gl and Gl were detected. Foodborne
outbreaks caused by NoV and HAV are a public health emerging prob-
lem, and so the control strategies should be oriented essentially to the
surveillance and prevention of the contamination of more susceptible
foodstuffs, identifying and minimizing the impact of several risk factors
inherent to the environment of production, preparation, conservation,
distribution and consumption.

_Introdugéo

O estudo da etiologia das doencas de origem alimentar é com-
plexo, uma vez que apenas uma parte dos casos de doenga sdo
reportados as Autoridades de Salde e muitas das doencas,
resultantes da ingestdo de um alimento contaminado, podem
surgir semanas ou até meses ap6s o consumo do(s) alimento(s),
dificultando quer o estabelecimento de um nexo de causalidade
alimento-doenca, quer a investigacdo epidemiolégica.

No ambito dos contaminantes bioldgicos e, em particular, no
caso dos virus, as suas carateristicas estruturais e bioldgicas,
a dose infetante, 0 modo de transmissao, a persisténcia no
ambiente, entre outras, sdo muito diferentes das dos outros
microrganismos habitualmente implicados em surtos de toxin-
fegOes alimentares, dificultando ainda mais a investigagé@o do
surto e a identificagéo do agente causal (1 2).

Em 2008, estudos de avaliagdo de risco realizados por peritos
da Organizacédo das Nacoes Unidas para a Agricultura e Ali-
mentacédo (FAO) e da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
referem que o conhecimento da fonte de contaminagéo é fun-
damental para definir estratégias de intervencéao (2: 2.

Analisando os dados relativos aos surtos de origem alimentar
associados a virus, reportados para a European Food Safety
Authority (EFSA), verifica-se que o numero de surtos foi muito
variavel entre 2008 e 2014. Em 2009, foram reportados 1 043
surtos, tendo este nimero decrescido progressivamente até
2011. A partir de 2011 ocorreu um aumento de 525 para 1 072
surtos em 2014 e, em 2015, voltou a descer para 401 surtos.
O numero de casos associados a surtos por virus (14 754) cor-
respondeu a 36,8% dos casos associados a surtos. De referir
que em 2015, em 45 destes surtos a evidéncia foi forte, isto &,
foi identificado o alimento especifico implicado, responsavel
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pelo surto. Relativamente ao alimento implicado, os “crustace-
0s, moluscos bivalves e produtos derivados” foram o veiculo
alimentar mais frequente (27,8%) e o “manipulador infetado”,
“contaminacgéo cruzada” e “ingrediente contaminado néao pro-
cessado”, foram os fatores contributivos associados a estes
surtos (4),

De acordo com o relatério da OMS publicado em 2015, relativo
ao impacto das doengas de origem alimentar em sadde publi-
ca, entre 2007 e 2015 os virus sdo os principais agentes cau-
sais de doencas diarreicas, com ampla distribuicdo em todo o
mundo. Na Europa, destaca-se como agente mais frequente o
Norovirus (NoV) responsavel por cerca de 15 milhdes de casos
de doenca ().

Norovirus (NoV) e Virus da Hepatite A (HAV) s&o microrganis-
mos altamente contagiosos, transmitidos habitualmente pela
via fecal-oral, no contacto pessoa a pessoa (via mais comum),
através de agua contaminada (de consumo ou de recreio), do
consumo de alimentos crus contaminados ou alimentos insufi-
cientemente cozinhados e/ou alimentos que se contaminaram
pelo contacto com superficies do ambiente de producéo ali-
mentar ou a partir de manipuladores infetados.

Em comparagdo com as formas vegetativas da maioria das
bactérias patogénicas, os NoV e os HAV evidenciam uma esta-
bilidade elevada, sendo mais resistentes ao calor, a refrigera-
cdo, a congelagao, a desidratacao, a valores de pH extremos,
a luz ultravioleta, a pressao hidrostéatica elevada e aos agentes

Tabela 1:
NoV e HAV (3, 6-13),

Géneros alimenticio

Moluscos bivalves

(ostras, améijoas, berbigbes e mexilhdes) por esgotos

Fonte de contaminagao

Contaminagdo ambiental, a partir da contaminagdo
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desinfetantes, sobretudo em presenga de matéria orgénica.
Esta resisténcia, aliada a uma baixa dose infetante, leva a que
possam persistir durante longos periodos (dias a semanas)
como contaminantes de um género alimenticio e com capaci-
dade para causar doenga (3 6,

Apesar da via de transmiss@o pessoa a pessoa Ser a mais
comum, estudos de avaliagdo do risco efetuados pela OMS,
evidenciam a existéncia de associagdes bem definidas entre
alguns géneros alimenticios e as fontes de contaminacdo mais
frequentemente associadas a transmissao de NoV e HAV por
via alimentar (tabela 1).

_Objetivo

No sentido de contribuir para o esclarecimento de surtos
de toxinfecdo alimentar de origem viral associados ao consu-
mo de géneros alimenticios e incrementar a sua capacidade
de resposta ao controlo e monitorizagao, o Laboratério de Mi-
crobiologia do Departamento de Alimentagédo e Nutricdo do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) im-
plementou em 2015 o0 método de detecdo de Norovirus geno-
grupo Gl e genogrupo Gll e virus da Hepatite A, de acordo com
a 1S0/TS 15216-2:2013 (14), Este método foi sujeito a auditoria
pelo Instituto Portugués de Acreditagao (IPAC), para acredita-
40 segundo o referencial normativo ISO/IEC 17025:2005 (15),
aguardando-se a emissao do Anexo técnico. Apresentam-se
0s dados obtidos nos ensaios realizados em 2015-2016.

Géneros alimenticios, fonte e local de contaminagé@o mais frequentemente associados a transmissao de

Local de contaminacéo

Zonas de apanha e cultivo

Frutos e produtos horticolas consumidos crus Agua de rega

(frutos vermelhos e vegetais de folhas verdes)

selvagens

Fertilizantes nao tratados
Contacto com animais da quinta, domésticos ou

Manipuladores infetados

Fase pré-colheita
Fase da colheita

Fase pés-colheita

Alimentos prontos para consumo

Superficies contaminadas (contaminagdes cruzadas)

Tratamento térmico insuficiente

Preparagao
Distribuigao
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_Material e métodos

Em 2015 e 2016 foram analisadas 69 amostras para pesqui-
sa de Norovirus genogrupo Gl e genogrupo Gll e virus da
Hepatite A. As amostras analisadas incluiram moluscos bival-
ves, frutos vermelhos, vegetais e superficies do ambiente de
producao/manipulacao de alimentos. As amostras de géneros
alimenticios foram recolhidas em superficies comerciais, dire-
tamente no produtor ou no local de consumo. Algumas amos-
tras foram analisadas no ambito do esclarecimento de surtos
de toxinfecdo alimentar.

Dado que habitualmente os virus estao presentes nas matrizes
alimentares em nimero muito baixo e que estas podem conter
substancias que interferem com os métodos de detecgéo, € ne-
cessario efetuar previamente um procedimento de extragao
e/ou concentracdo das particulas virais (especifico para cada
matriz alimentar) para obter extratos livres das substancias ini-
bidoras e que vao servir de substrato para o procedimento de
deteca@o do RNA viral. A eficiéncia da extracédo ¢é avaliada pela
contaminagao das amostras com um virus sintético de contro-
lo (ex. virus Mengo), com carateristicas fisicas e quimicas se-
melhantes ao virus alvo, mas geneticamente distinto e pela sua
extragdo em simultaneo (2, 14),
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Nos frutos vermelhos e vegetais, a extracdo dos virus foi efe-
tuada por eluicdo com agitacdo, seguida de concentracao
por precipitagdo com solugao de Polietilenoglicol e Cloreto
de Sédio (PEG/NaCl). Nos moluscos bivalves, onde o tecido
digestivo representa cerca de 1/10 do peso total do animal, a
extracé@o dos virus das glandulas digestivas foi efetuada pela
acdo de digestao enzimatica da proteinase K. Nas superficies,
0s virus foram removidos por esfregaco, seguido de eluicao
em solucao tampao (2, 14),

Reacdo de transcricdo reversa, seguida de reacdo em cadeia
da polimerase (RT-PCR) em tempo real foi efetuada no equipa-
mento Applied 7500 Fast Real Time PCR System.

_Resultados e discussédo

As 69 amostras analisadas incluiam: 32 frutos vermelhos/vege-
tais (1 amostra suspeita de estar implicada num surto de toxin-
fecdo alimentar), 14 moluscos bivalves (2 amostras suspeitas de
estarem implicadas num surto de toxinfegao alimentar) e 23 su-
perficies (relacionadas com a investigacao de 3 surtos de toxin-
feccao alimentar). O total de amostras de géneros alimenticios
e 0s tipos de matrizes analisados estéo ilustrados no gréafico 1.

[ Frutos vermelhos e vegetais

[ Moluscos bivalves

Gréafico 1: [ Amostras de géneros alimenticios (n=69) e tipos de matrizes.
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Gréfico 2 Resultados da detegdo de Norovirus Gl e Gll
em géneros alimenticios e em esfregagos de
superficies (n=69).
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Frutos vermelhos e vegetais Moluscos bivalves Superficies

[ Nao detetado [ NoV Gl e Gll Detetado

Os resultados obtidos referentes a detegéo de NoV Gl e NoV
Gll, estao ilustrados no gréfico 2.

Nos moluscos bivalves foram detetados Norovirus dos geno-
grupos Gl e Gll em 29% das amostras (4/14), todas correspon-
dentes a moluscos que ndo tinham sido depurados. Destas 4
amostras, 2 correspondiam a ostras colhidas diretamente de
uma zona estuarina e 2 a améijoas colhidas no ambito do es-
clarecimento de um surto de toxinfecdo alimentar. Nas amos-
tras de frutos vermelhos e vegetais e nas de superficies nao
foram detetados Norovirus Gl e Gll.

No total das 69 amostras analisadas ndo foi detetada a presen-
ca do Virus da Hepatite A.

_Conclusoes

Apesar de todos os avangos tecnoldgicos, concretamente a
nivel das industrias do setor alimentar, o risco potencial de
aquisicao e consumo de determinados géneros alimenticios
(molusco bivalves, frutos vermelhos e vegetais e alimentos
prontos para consumo) contaminados com virus, nomeada-
mente NoV e HAV, é uma realidade.

A probabilidade de contrair a infegao esta dependente, entre
outros, de fatores ligados ao hospedeiro, das carateristicas
particulares destes microrganismos e do tipo de géneros ali-
menticios. Em particular, a resisténcia do NoV e HAV durante
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longos periodos de tempo apds a contaminacao inicial e o
modo de consumo destes alimentos (crus, apds tratamento
térmico ligeiro ou sem tratamento térmico final) pode contri-
buir para a persisténcia desta contaminagao em alimentos
prontos a comer.

Considerando que a presenga de NoV e HAV é um problema
emergente em saude publica, as estratégias de controlo deve-
rao orientar-se essencialmente para a prevengao da contami-
nacdo destes tipos de géneros alimenticios, identificando e
minimizando o impacto dos diversos fatores de risco inerentes
ao ambiente de producdo, preparacéo, conservacao, distribui-
¢ao e consumo.

A monitorizagéo, vigilancia e controlo da presenga de NoV e
HAV nos géneros alimenticios e ambiente, mais frequentemen-
te associados a sua transmissao, poderdo contribuir para a
verificac@o e validagao dos sistemas de seguranca alimentar
implementados.

Referéncias bibliograficas:

(1) Centre for Environment, Fisheries & Aquaculture Science. Summary Report of Joint
Scientific FSA/EFSA Workshop on Foodborne Viruses. EFSA supporting publication.
2016; 13(10): EN-1103.

(2) Foodand Agriculture Organization of the United Nations, World Health Organization. Vi-
ruses in food: scientific advice to support risk management activities: meeting report.
Rome: FAO/WHO, 2008. (Microbiological Risk Assessment Series; 13).
www.who.int/foodsafety/publications/micro/Viruses_in_food_MRA.pdf

(3) Codex Alimentarius Commission. Guidelines on the application of general principles of
food hygiene to the control of viruses in food (CAC/GL 79-2012). Rome: FAO/WHO, 2012.
www.fao.org/fao-who-codexalimentarius/standards/list-of-standards/en/

(4) European Food Safety Authority, European Centre for Disease Prevention and Con-
trol. The European Union summary report on trends and sources of zoonoses,
zoonotic agents and food-borne outbreaks in 2015. EFSA Journal 2016;14(12):4634.
www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/pub/4634

(5) WHO estimates of the global burden of foodborne diseases: foodborne disease burden
epidemiology reference group 2007-2015. Geneva: World Health Organization, 2015.
www.who.int/foodsafety/areas_work/foodborne-diseases/ferg/en/

(6) Advisory Committee on the Microbiological Safety of Food. Ad hoc Group on Foodborne
Viral Infections: an update on viruses in the food chain. London: Food Standards Agency,
2015. www.food.gov.uk/sites/default/files/acmsf-virus-report.pdf

(7) EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ). Scientific Opinion on An update on the
present knowledge on the occurrence and control of foodborne viruses. EFSA Journal
2011;9(7):2190. www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/pub/2190

(8) Instituto Portugués do Mar e Atmosfera. Boas préticas para a produgéo de bivalves -
Ria Formosa. Lisboa: IPMA, 2013
www.ipma.pt/export/sites/ipma/bin/docs/institucionais/ipma_manual.boas.praticas_p
r0j.QUASUS.pdf

(9) Instituto Portugués do mar e da Atmosfera. FAQ's - Pescas: Classificagéo das zonas de
producédo de moluscos bivalves [Em linha]. [consul. 15/12/2016].
www.ipma.pt/pt/educativa/fag/pescas/fagdetail.html?f=/pt/educativa/fag/pescas/fag_
0008.html



‘ ’ nstteto_Nacional de Saude Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

Doutor Ricardo Jorge

artigos breves_ n. 10

=

i

Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge, IP

2016 N\

ndmero
especial 8 Z » I.AI'
22 série -

(10) Organizagdo Mundial da Satde; Amorim J, Novais MR, Correia MJF (trad). Cinco chaves
para uma alimentagao mais segura: manual. Lisboa: Instituto Nacional de Satide Doutor
Ricardo Jorge, 2008. http://repositorio.insa.pt//handle/10400.18/75

(11) Food and Agriculture Organization of the United Nations, World Health Organization. Code
of practice for fish and fishery products (CAG/RCP 52-2003).
www.fao.org/fao-who-codexalimentarius/standards/list-of-standards/en/

(12) Food and Agriculture Organization of the United Nations, World Health Organization.
Code of hygienic practice for fresh fruits and vegetables (CAC/RCP 53-2003).
www.fao.org/fao-who-codexalimentarius/standards/list-of-standards/en/

(13) EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ). Scientific Opinion on Norovirus (NoV) in oys-
ters: methods, limits and control options. EFSA Journal 2012;10(1):2500.
www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/pub/2500

(14) 1ISO/TS 15216-2:2013 - Microbiology of food and animal feed - Horizontal method for
determination of hepatitis A virus and norovirus in food using real-time RT-PCR - Part
2: Method for qualitative detection.

(15) ISO/IEC 17025: 2005 - General requirements for the competence of testing and calibration
laboratories.

44



