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Resumo

Os norovirus foram os primeiros agentes virais ligados a doengas gastrointestinais em humanos. Por muito tempo, foram considerados como
causa secundaria de gastroenterite, apos o rotavirus. O desenvolvimento de técnicas moleculares favoreceu dados mais claros sobre o impacto
epidemioldgico dos norovirus, que sdo atualmente reconhecidos como principal causa de surtos de gastroenterite nao bacteriana esporadica em
criangas e adultos. Em analise da diversidade genética e recombinag@o dos norovirus sabe-se que os mesmos estdo presentes em varias espécies
animais, incluindo os cées, o que denota na possivel exposi¢do dos seres humanos a estas novas cepas recém-descobertas. Devido a intensa
relagdo social atualmente observada entre humanos e animais de estimagao, sugerem-se novas investigagdes sobre o potencial zoonotico deste
norovirus. O método de pesquisa utilizado neste trabalho foi uma revisao de literatura, que teve como objetivo revisar toda literatura atual sobre
a epidemiologia e relevancia do cdo como potencial reservatorio para este agente. Ainda sdo poucos os relatos sobre a presenga do norovirus
em caes, que podem apresentar um potencial de transferéncia zoonoética, porém devido a sua maior proximidade com os seres humanos na
atualidade, considera-se a importancia de novos estudos para avaliar o papel do cdo como reservatoério do norovirus, em especial no Brasil, pela
inexisténcia de relatos até o presente momento.

Palavras-chave: Caes. Gastroenterite ndo Bacteriana. Risco Zoonotico.

Abstract

Noroviruses were the first viral agents linked to gastrointestinal diseases in humans. For a long time, they were considered as secondary
cause of gastroenteritis after rotavirus. The development of molecular techniques has favored clearer data on the epidemiological impact of
noroviruses, which are currently recognized as the main cause of outbreaks of sporadic non-bacterial gastroenteritis in children and adults.
In analyzing the genetic diversity and recombination of noroviruses it is known that they are present in several animal species, including dogs,
which denotes the possible exposure of humans to these newly discovered strains. Due to the intense social relationship currently observed
between humans and pets, further research on the zoonotic potential of this norovirus is suggested. The research method used is a review of the
literature, which aimed to review all current literature on the epidemiology and relevance of the dog as potential reservoir for this agent. There
are still few reports on the presence of norovirus in dogs, which may present a potential for zoonotic transfer, but due to its greater proximity
to humans nowadays, the importance of new studies to evaluate the role of the dog as norovirus reservoir, especially in Brazil, due to the lack
of reports to date.

Keywords: Dog. Nonbacterial Gastroenteritis. Zoonotic Potential.

1 Introducdo considerados os agentes patogénicos de maior importancia
incluidos na familia Caliciviridae. Ambos estdo associados

com disttrbios entéricos em seres humanos (FANKHAUSER

As noroviroses sdo consideradas a causa mais comum
de surtos de gastroenterite ndo-bacteriana em humanos de

todas as idades, particularmente criangas, em todo o mundo.
Casos esporadicos da doenga sdo comumente relatados em
ambientes como restaurantes, escolas, creches, hospitais,
asilos e cruzeiros maritimos. Dentre a populacao suscetivel,
os idosos estdo entre os mais acometidos; geralmente, a
doenga se apresenta de forma mais grave nesses individuos,
nos imunocomprometidos e nas criancas. Em paises
industrializados, os norovirus (NoV) destacam-se como
o segundo agente viral mais comum de gastroenterite
em criangas, estando em primeiro
(DONALDSON et al., 2008).

Os membros dos géneros Sapovirus e Norovirus sio

lugar o rotavirus
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etal., 1998; CHIBA et al., 2000) e animais (VAN DER POEL
et al.,2000), podendo também ser identificados em portadores
assintomaticos (MONICA et al., 2007). Os calicivirus
podem infectar diversas classes de animais como mamiferos
(caninos, felinos, suinos, leporinos, simios, bovinos, martas),
aves, répteis, anfibios e insetos, ¢ estdo associados a varias
afeccdes, tais como doengas respiratorias, lesdes vesiculares,
hepatite necrosante e gastroenterite (VAN DER POEL et al.,
2000).

A técnica molecular RT-PCR (Transcriptase Reversa
seguida de Reacdo em cadeia da Polimerase) tem se tornado

um dos principais meios de diagnostico para a deteccdo
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de NoV humano, animal ¢ em amostras ambientais. Duas
estratégias t€ém sido comumente utilizadas para a identificagao
dos NoVs: a primeira ¢ o emprego de oligonucleotideos
iniciadores (primers) especificos para cepas virais da espécie.
A segunda ¢ a utilizagdo de primers que amplificam regides
conservadas de genes dos calicivirus (NoV e SaV) de cepas
humanas e de outras espécies animais. Varios fatores afetam a
sensibilidade e especificidade da RT-PCR, como por exemplo,
a qualidade da amostra, o método de extrag@o e purificagao
do 4acido nucléico utilizado, a sele¢@o dos primers e o método
de confirma¢do da especificidade das ampliagoes (ATMAR;
ESTES, 2006; WANG et al., 2005).

AtransmissdodosNoVhumanosocorrepredominantemente
pela via fecal-oral. A contaminagdo fecal em alimentos, dgua,
fomites e o contato direto (pessoa-pessoa) sdo responsaveis
pela ocorréncia da maioria dos surtos de gastroenterite
determinados por este virus. Estudos experimentais sugerem
que a transmissdo de particulas virais presentes em aerossois
originados pelo vOomito também pode ocorrer. Os alimentos
podem estar contaminados com particulas virais desde a
sua producdo ou colheita, como no caso de ostras (sem o
envolvimento de vetores), ou sdo contaminados no local da
preparacdo, por meio da manipulagdo por pessoas infectadas
(GREEN, 2007). Em seres humanos a transmissdao de NoV
através da ingestdo de moluscos e ostras contaminados ja
foi relatada. Surtos de infec¢do em cruzeiros maritimos e
alojamentos improvisados devido a desastres ambientais
também sdo descritos (COSTANTINI et al., 2010).

Morfologicamente os NoV sdo classificados como
virus de estrutura circular e pequena, tém a caracteristica
de apenas se propagarem em cultivos celulares especificos
como células dendriticas e macrofagos (DUIZER et al., 2004;
WOBUS; THACKRAY; VIRGIN, 2006). Com base nas
caracteristicas moleculares, as cepas de NoV sdo divididas
em cinco genogrupos (ZHENG et al., 2006). Os membros dos
genogrupos I, Il e IV sdo causadores de surtos de gastroenterite
em seres humanos. Porém, cepas isoladas de amostras de
fezes de suinos demonstraram maior similaridade genética
com as de NoV humanos do GII. As cepas de NoV bovinos
estdo classificadas no GIII, separado em dois genotipos
cujos prototipos sdo o Jena virus ¢ o Newbury Agent-2.
Os Genogrupo 1V sdo os NoV canino, os NoV de ratos sdo
classificados no GV (DASTJERDI et al., 1999).

A infeccdo continua pelo NoV pode ser resultado da
dificuldade de eliminagdo do virus, pela alta resisténcia a
desinfetantes e pela baixa dose infectante (<10 a 100 virions)
(ATMAR; ESTES, 2006). Infec¢des virais mistas podem ser
muito comuns e, por muitas vezes, responsaveis pelo quadro
clinico. Patel ef al. (2008) relataram que infecgdes mistas
pelos sapovirus, norovirus e astrovirus foram as responsaveis
por quadros de gastroenterite aguda na Argentina, Espanha,
Finlandia, Holanda, Hungria, Inglaterra, Japao, Paquistdo e
Russia.

No Brasil, sapovirus humanos (HuSaVs) foram descritos
em criangas com quadro de gastroenterite em Salvador/BA
e também em criancas entre 24 ¢ 30 meses de idade, com
grave quadro de diarreia aguda, na cidade de Belém/PA. Estes
estudos foram realizados com criangas que tinham acesso
precario a boas condigdes sanitarias (ARAGAO et al., 2010).

Frente a essas circunstancias, o objetivo deste trabalho ¢
revisar toda literatura atual sobre a epidemiologia e relevancia
do cdo como potencial reservatdrio para este agente.

2 Desenvolvimento

2.1 Metodologia

No que concerne ao estudo ao Norovirus e do cdo como
potencial reservatorio para este agente zoondtico foram
utilizados livros e artigos em periddicos que abordavam o
estudo do histérico, classificagdo do agente, epidemiologia,
forma clinica da doenca, métodos diagnosticos e relatos de
surtos da doenca, conforme indicado por profissionais do
Ensino Superior, contudo, detendo-se apenas as informagdes
relativas ao objetivo da pesquisa.

Concomitantemente, foi realizada uma busca por artigos,
na Biblioteca Virtual de Saude (BVS), US National Library of
Medicine National Institutes of Health (PubMed), Scientific
Electronic Library Online (SciELO): Norovirus em humanos;
Norovirus em caes; métodos de diagnostico; surtos de
gastroenterites associadas ao norovirus.

Desse modo, foram selecionados artigos em texto
completo, publicados em territorio nacional e internacional,
no periodo de 1929 a 2015, nos idiomas inglés, espanhol e
portugués. As bases de dados pesquisadas foram: Medline;
Lilacs e Scielo, consistindo para a amostra final um total de
88 artigos.

2.2 Historico

A primeira descri¢ao da norovirose se fez como “doenga
do vomito de inverno” (“winter vomiting disease”) por
Zahorsky (1929), caracteriza por inicio subito de vomito auto
limitante e diarréia que predominantemente ocorria durante
os meses mais frios. Porém, somente em 1972 foi possivel
descobrir o agente através de microscopia eletronica (ME),
apos voluntarios serem submetidos a filtrados fecais coletados
de um surto de gastroenterite ndo bacteriana em Norwalk,
Ohio (EUA) em 1968. Kapikian et al. (1972) identificaram a
etiologia da sindrome como “virus de Norwalk”, particula viral
pequena com 27 nandémetro (nm) de tamanho, arredondada;
foram observados nos filtrados fecais de ambos os grupos,
individuos infectados naturalmente e experimentalmente,
determinado o agente etioldgico da gastroenterite ndo
bacteriana.

A descoberta de calicivirus geneticamente semelhantes
aos NoV humanos em animais domésticos indica a
possibilidade de que algumas espécies de animais possam
atuar como reservatorio do virus para seres humanos, assim
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como a sua transmissdo zoonoética (WOBUS; THACKRAY;
VIRGIN, 2006). Martella et al. (2008), em estudo com caes
filhotes apresentando gastroenterite, detectaram a presenca de
um novo calicivirus, relatado como “GIV Norovirus”, com
caracteristicas genéticas semelhantes as do Norovirus humano
(GIV).

2.3 Classificacio do norovirus

O norovirus anteriormente denominado “Virus Tipo
Norwalk”, pertence a familia Caliciviridae. Assim como
outros trés géneros pertencentes a esta familia: Sapovirus,
Lagovirus, Versivirus, norovirus ¢ um quinto género
atualmente adicionado a familia Caliciviridae Nebovirus
(GREEN et al., 2000).

O género norovirus engloba 5 genogrupos distintos:
GI Humanos, GII Humanos e Suinos, GII Bovinos, GIV
Humanos e Caninos e GV Roedores. Os genogrupos (GI-GV)
de norovirus ainda sdo divididos em genotipos e suas variantes
(sub-genotipos), determinada com base na diversidade das
suas sequéncias genomicas (ZHENG et al., 2006). A defini¢ao
dos genogrupos utiliza como critério a diversidade de
aminodcidos das 3 fases abertas de leitura (ORFs) as regides
de RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) e VPI. Os
5 genogrupos foram definidos com base na proteina VP1
divergente. Os genotipos sao definidos com base na sequéncia
de RdRp ou da sequéncia de proteinas do capsideo (GREEN
et al., 1994; OLIVER et al., 2003).

2.4 Estrutura e organizagio gendomica dos norovirus

Os norovirus humanos e animais ndo possuem envelope
lipidico, apresentam formato esférico com particulas
estruturais de superficie indistintas. Estudos do HuNoVs
relevam que possui um capsideo composto de 180 copias
de uma unica proteina e sua arquitetura é baseada em uma
simetria icosaédrica T = 3 com 90 dimeros. Sua superficie
apresenta 32 depressdes com formato de xicara e arcos
proeminentes (PRASAD et al., 1999).

O norovirus possui um genoma RNA de cadeia simples
polaridade positiva, poliadenilado com aproximadamente 7,5
kb de extensao abrangendo 3 ORFs 1-3 (DINGLE ez al.,1995).
ORF1 (aproximadamente 5,5 kb) codifica um polipeptideo
de seis proteinas ndo estruturais, incluindo RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp), que ¢ essencial para a replicagao
viral (JIANG et al., 1993). A ORF2 codifica a maior proteina
do capsideo, VP1, que consiste em uma concha (S) e duas
protrusdes (P) P1 a P2. A ORF3 codifica a menor proteina
do capsideo, VP2, que desempenha um papel no aumento da
producao da estabilidade de VP1 (BULL et al., 2005).

2.5 Ciclo replicativo - interacio entre virus e célula

A norovirose ¢ uma infecgdo que ocorre no trato

gastrointestinal, especificamente no intestino delgado,

mas nenhum estudo identificou o norovirus nos enterocitos
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de animais. A replicacdo do Nov pode ndo ser restrita ao
enterdcito. O norovirus murino revelou tropismo inesperado
para linhagens hematopoiéticas, em particular macréfagos
e células dendriticas (WOBUS et al., 2004). Os norovirus
humanos reconhecem carboidratos, anticorpos e antigenos
do grupo sanguineo (HBGAs), como receptores (HUTSON
et al., 2002). A regido C- terminal (dominio P) da proteina do
capsideo esta envolvida nessa ligacao (TAN; JIANG, 2005).

Estes carboidratos estdo amplamente presentes na maioria
dos mamiferos, que expressam tais oligossacarideos em seus
tecidos (MARIONNEAU ef al., 2001). Os receptores para
animais ainda nao foram elucidados, mas pode se supor que
tais moléculas estdo envolvidas. Esta hipotese se apoia nos
achados em outros calicivirus. Um exemplo deste € o virus
que causa doenga hemorragica em coelhos, um lagovirus, que
se liga aos antigenos da familia ABH dos antigenos do grupo
sanguineo (RUVOEN-CLOUET et al., 2000).

Curiosamente, as ostras, muitas vezes utilizadas na
alimentagdo humana, expressam carboidratos estreitamente
relacionados com HBGAs nos seus tecidos digestivos, nos
quais os norovirus humanos poderiam se ligar, permitindo
a infec¢@o quando consumida (GUYADER et al., 2006). In
vitro, as particulas virais do tipo HuNoV foram capazes de
se ligarem a lavados gastrointestinais de suinos dispersos em
placas (TIAN et al., 2007). Além disso, as ligagdes de HuNoV
em tecidos do intestino de suinos foram relatadas in vivo com
alguma indicagao de replicagdo (CHEETHAM et al., 2007).

2.6 Epidemiologia das noroviroses no mundo e no Brasil

Estima-se que a cada ano as noroviroses sejam
responsaveis por 64.000 episodios de diarreia que requerem
hospitalizacdo, de 900.000 visitas de criangas a clinicas em
paises industrializados e até 200.000 mortes de criancas
menores de 5 anos nos paises em desenvolvimento (PATEL
et al., 2008). No Brasil, a prevaléncia das noroviroses em
comunidades, hospitais ou creches varia entre 9 e 40%
(MORILLO; TAVARES-TIMENETSKY, 2011).

Desde a sua descoberta, os Norovirus sdo associados a
surtos de gastroenterites nao bacterianas em todo o mundo;
entre 0s casos mais recentes estdo infeccdo por Norovirus
e Rotavirus em criancas com menos de cinco anos em um
hospital pediatrico, Havana, Cuba (RIBAS et al., 2015).

Segundo Fernandez et al. (2014), norovirus ¢ a principal
causa de diarreia viral em duas regides da Colombia, Chocod
e Cundinamarca, onde infec¢des por norovirus foram
superiores as de rotavirus. Diarreia em criangas de aldeias
Afrodescendentes (Quilombolas), no Norte do Brasil, onde
infec¢des associadas ao norovirus prevalecem em 19% dos
casos, também foram descritas por Aragao et al. (2013).

No Estado de Sao Paulo, Brasil, durante o verdo de 1995,
ocorreu um surto de gastroenterites que acometeu cerca de
3.500 pessoas. Analises pela microscopia eletronica (ME)
de amostras de fezes provenientes desse surto detectaram
particulas virais identificadas como Norwalk-like pela
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Imunomicroscopia Eletronica (IME). Essas amostras foram
posteriormente analisadas por RT-PCR e sequenciamento e
caracterizadas como calicivirus do tipo SMA (SnowMontain
Agent), atualmente denominado NoV, genogrupo GII
(TIMENETSKY et al., 1993; CASTILHO et al., 2006). Ainda
no Estado de Sao Paulo, em 2005, ocorreram varios surtos de
gastroenterites em criangas e adolescentes, e os NoVs foram
detectados em 21,4% das amostras, seguidos pelos rotavirus,
com 14,5%, os astrovirus, com 13,2% e os adenovirus, com
2,1% (CASTILHO et al., 2006).

Durante os anos de 2005 a 2008, um estudo de vigilancia
de NoV foi realizado no Estado do Rio de Janeiro, Brasil.
Um total de 1.087 amostras fecais foi analisado e cerca de
35% foram positivas para NoV, com prevaléncia de 96% do
genogrupo GII e 80% de GII.4; Posteriormente foi descrita
a necessidade de implantagdo do diagnostico para NoV nos
laboratérios de vigilancia (FERREIRA et al., 2010).

De acordo com Amaral et al. (2015), criangas entre 0 a
18 meses de idade hospitalizadas com gastroenterite aguda,
0 norovirus se mostrou um importante patégeno causador de
diarreia, com maior incidéncia entre os meses de fevereiro e
abril de 2010 em Porto Velho - Rondonia.

2.7 Norovirus canino: cepas identificadas e soroprevaléncia

O primeiro relato de Norovirus canino (CNV) foi
descrito em um cdo com dois meses de idade com quadro de
gastroenterite com quatro dia, na Italia em 2007 por Martella
et al. (2008). O sequenciamento desse novo norovirus
apresentou maior identidade gendmica para o GIV.2 Lion
Norovirus (90,1% de identidade de aminoacidos), contudo foi
designado como membro do Genotipo GIV.2. Posteriormente
em estudos epidemiologicos, identificado o CNV em fezes
de cées em Portugal (MESQUITA et al., 2010; MESQUITA;
NASCIMENTO, 2011), Grécia (NTAFIS et al., 2010), Asia
(SOMA et al., 2015) e nos EUA (AZEVEDO et al., 2012).

A doenga induzida pela infecgdo por CNV ¢ muito
dificil de determinar. O CNV causa uma infecgdo ativa no
trato gastrointestinal e um forte indicativo ¢ a detec¢do em
amostras de fezes durante 22 dias de infec¢do, como relatado
por Martella er al., (2008). No entanto, este caso foi co-
infectado com parvovirus canino (CPV), um virus causador
de gastroenterite por infec¢des experimentais.

Séo relativamente comuns co-infecg¢des entre o parvovirus
canino ou coronavirus entérico em cdes diagnosticados com
norovirus canino (MARTELLA et al., 2009; NTAFIS et
al, 2010), sendo dificil associar os sinais clinicos a CNV
isoladamente. Ainda assim, o CNV pode ser identificado em
associagdo com gastroenterite na auséncia de outros patogenos
detectaveis, mais a maioria dos estudos apenas detecta um
nimero limitado de virus (MARTELLA et al., 2009).

Torna-se importante considerar a possibilidade de
infec¢des subclinicas, ja que houve deteccdo de CNV em
fezes de animais saudaveis. Infecgdes experimentais serdo
necessarias para confirmar definitivamente o papel da CNV

na gastroenterite em caes (MESQUITA et al., 2010).

O CNV ¢ uma doenga caracterizada por epidemiologia
de distribuigdo sazonal relatada por Mesquita ¢ Nascimento
(2012), que constataram maior numero de casos positivos
de CNV no inverno do que em meses de primavera e
outono; 36% (33/91) comparada a 25% (21/84) e 7% (6/81)
respectivamente (MESQUITA; NASCIMENTO, 2012).

As cepas de
caracterizadas sdo geneticamente heterogéneas. As cepas de
CNV em Portugal apresentam menos de 65% de identidade

norovirus canino, identificadas e

de aminoacidos com os isolados de CNV na Italia e, portanto,
pode se propor um novo genogrupo GVI para incluir também
as cepas HuNoV (MESQUITA et al., 2010). Nesta diversidade
nas cepas de CNV ¢ provavel que 32 possam ter surgido da
capacidade das cepas de CNV recombinarem com outros
norovirus. Verificou-se a evidéncia de recombinagdo entre
cepas de CNV (MARTELLA et al., 2009).

2.8 Norovirus como potencial agente zoondtico

A semelhanga genética encontrada nas identificacdes
de norovirus especificos de animais com norovirus humano
salientam a questdo quanto ao seu potencial zoonoético. Os
norovirus animais inclusos nos mesmos genogrupos que as
cepas humanas teoricamente tém maior propensdo eminente
para infectar seres humanos, tendo como exemplo, as cepas
GII humana e suina, e as cepas GIV humana e felina ou
canina. Apesar disso, as cepas de norovirus suino e canino sdo
distintas das humanas, com menos de 86% de identidade de
aminoacidos nas suas sequencias de proteinas dos capsideos;
sendo assim os norovirus humanos ¢ animais sdo agrupados
em genotipos diferentes. Contudo, averiguou-se que o0s
norovirus sofrem recombinagdes genicas (PHAN et al., 2007).

Existe ainda a preocupagdo de que as cepas humanas
e animais possam se recombinar gerando novas cepas.
As informagdes de sequenciamento de varios milhares de
cepas de norovirus obtidos de seres humanos infectados nao
encontraram sequencias de norovirus suinos; no entanto o
acido ribonucleico (RNA) do GIV canino ou norovirus felino
puderam ser detectados em amostras humanas (PALMER;
BROWN; MORGAN, 2005).

Estudos soroldgicos foram realizados para determinar
se os anticorpos para o norovirus animais podem ser
identificados nos seres humanos. Na India, a soroprevaléncia
de anticorpos nos seres humanos apresenta, 10,7% para o
norovirus bovino (MENON et al., 2013) e nos Paises Baixos
a soroprevaléncia € ainda maior, 20% para norovirus bovino.
Esta propor¢do aumentou para 28% entre os veterinarios
holandeses (WIDDOWSON et al., 2005). A produgdo de
anticorpos contra o norovirus bovino sugere que 0s seres
humanos podem se infectar com o virus, porém se o norovirus
bovino pode realmente causar doenca em seres humanos ainda
nao foi constatado. Nao ha relatos de estudos sorologicos para
anticorpos de norovirus suino no homem.

Segundo Martino et al. (2014), em um estudo, amostras
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de soro foram coletadas de 533 humanos doentes que se
encontravam hospitalizados, as mesmas foram analisadas pelo
teste ELISA para a cepa VLP da cepa GIV.l1 humano e uma
VLP de lion GIV.2. No total das amostras analisadas, 28%
foram reativas para as VLP do GIV, com 20% de reacdo ao
GIV.1 e GIV.2 € 0,9% das amostras foram reativas apenas com
GIV.2. Mais uma vez, essas caracteristicas sugerem a hipotese
de transmissdo zoonotica da doenga e aponta para a provavel
relagdo entre a evolugao dos norovirus humanos e animais.

Supde-se a hipotese de que a especificidade das espécies
de norovirus pode ser atribuida pelos hidratos de carbono
presentes na superficie celular ao quais as particulas virais
se ligam, os norovirus humanos se ligam a um Grupo de
Antigeno histo-sanguineo (HBGAs) na superficie das células,
um processo que desempenha um meio fundamental para
entrada do virus na célula. Os tipos de hidratos de carbono
expressos pelas células de diferentes espécies animais pode
variar significativamente, determinando desse modo a
especificidade da ligacdo dos norovirus animais podendo
proporcionar perspicacia sobre o risco zoonotico. Estudos
sobre o fator de ligagdo celular dos norovirus do GIII
identificaram o hidrato de carbono Gala 1,3 com ligagdo para
o norovirus bovino (ZAKHOUR et al., 2009).

Segundo Martino et al. (2014), a enzima que sintetiza
o Gala 1,3 estd presente em todas espécies de mamiferos,
com excegdo notavel dos seres humanos. Isto sugere a
impossibilidade do norovirus bovino conseguir se ligar as
células intestinais humanas, ¢ assim nao podendo causar
a infec¢do, o que ¢ contrariado pelos estudos soroldgicos
descritos acima.

2.9 Infecciio animal com norovirus humanos

Estudos revelam que os suinos estao regularmente expostos
aos norovirus humanos. Um relatério dos EUA apresenta
mais de 50% dos suinos soropositivos para GI e GII HuNoVs
(FARKAS et al., 2005). Este resultado pode ser confirmado
por um estudo que demostrou que as cepas virais humanas
podem se ligar, replicar e induzir uma resposta imunoldgica
em suinos gnotobiodticos (CHEETHAM et al., 2006).

A hipdtese de que os suinos possam ser infectados pelo
norovirus humano tem sido sustentada pela detec¢do do RNA
do norovirus humano (GII.4) em suinos no Canada e Taiwan
(CHAO et al., 2012). Os produtos carneos de suinos vendidos
no varejo apresentaram resultado positivo para o HuNoVs, o
que representa um risco especulativo sobre a transmissdo para
os consumidores humanos. Um GII.4 HuNoVs também foi
detectado em amostras de fezes de bovinos (MATTISON et
al.,2007).

Habitualmente a maioria dos seres humanos no mundo
ocidental nd3o mantem contato proximo com bovinos e
suinos. No entanto, os animais domésticos como o cio (Canis
lupus familiaris) se tornou um dos animais de estimagdo
mais populares do Reino Unido, aproximadamente 31% das
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familias possuem um cdo (MURRAY et al., 2010). Estudos
demostram que a aproximag¢do entre os donos e os caes ¢
evidente, entre 14% a 35% dos caes de estima¢do dormem nas
camas de seu dono; devido essa estreita relacdo entre os caes
e seus donos o risco de transmissdo de caes para humanos ¢
significativo (CHOMEL; SUN, 2011).

Atualmente, varios virus causadores de disturbios
gastroentéricos tém risco de se disseminarem entre seres
humanos e cdes, incluindo Rotavirus 35 (THEAMBOONLERS
et al., 2013), virus da hepatite E (HEV) e norovirus humano
(LEWIS et al., 2008).

O primeiro relato de cdes com infecgdo associada ao
norovirus humano ocorreu durante um surto de gastroenterite
por norovirus em um lar de idosos (HUMPHREY;
CRUICKSHANK; CUBITT, 1994). Antes

desenvolvimento clinico da doenga em seres humanos, os

mesmo do

cdes que habitavam nesse mesmo lar manifestaram sinais
em varias ocasides que antecederam o desenvolvimento da
infec¢do nos seres humanos. Um més apos o incidente os
cies foram examinados e realizou-se teste soroldgico, que
revelou um titulo moderado ao antigeno HuNoV por imuno
microscopia eletronica (PEASEY et al., 2004).

Muitas outras evidéncias concretas apontam os caes como
agentes envolvidos na epidemiologia da HuNoV, dentre elas a
deteccdo de HuNoV em amostras de fezes de cies de estimagao
(SUMMA; VON BONSDORFF; MAUNULA, 2012).

Summa, von Bonsdorff e Maunula (2012) coletaram
amostras fecais de cdes cujos proprietarios tiverem sinais
de gastroenterite aguda durante 1 a 3 dias. Uma propor¢ao
destes casos de gastroenterites foi suspeita de ser causada pelo
norovirus humano. Foram testadas amostras fecais de caes
quanto a presenca de GI, GII e GIV HuNoV, e quatro caes
foram positivos para o norovirus humano GII. A quantidade
de HuNoV detectada nas fezes de trés cdes possui um nivel
baixo, o que pode ser atribuido ao virus somente passar pelo
trato gastrointestinal canino, ndo ocorrendo replicagdo. Os
caes domésticos poderiam teoricamente agir como fomites, se
a higiene pessoal nao for adequada.

Entretanto, o quarto cdo positivo neste mesmo estudo
revelou niveis mais altos de norovirus humano nas fezes, e
a cepa isolada era idéntica a das fezes do seu proprietario.
Fato que sugere uma possivel replicagdo do HUNOV no trato
gastrointestinal deste cdo.

Também se observou que em dois dos quatro caes positivos
para o norovirus humano, sinais clinicos de gastroenterite
foram apresentados. Entretanto, ndo ¢ possivel atribuir ao
norovirus qualquer destes sinais clinicos, como vOmitos
e diarreias, pois sdo sinais inespecificos que podem ser
causados por uma infinidade de agentes em cdes (SUMMA,;
VON BONSDORFF; MAUNULA, 2012).

2.10 Transmissao e sinais clinicos

Em humanos a transmissao do NoV ocorre principalmente
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pela via fecal-oral. As fezes com presenca das particulas virais
podem infectar por contato indireto, ou seja, através da agua,
materiais e alimentos, ou por contato direto, pessoa-pessoa.
Estas maneiras sdo as principais responsaveis pelos surtos de
gastroenterite por NoV. Os alimentos podem ser contaminados
durante a sua produgao, colheita ou nos locais de preparagdo
quando, no caso, sdo manipuladas por pessoas infectadas
(ATMAR; ESTES, 2006).

A taxa de ataque secundario, ou seja, quando a pessoa
se infecta ao entrar em contato com outra infectada, é alta,
sendo superior ou igual a 30%. A infec¢do continua também
¢ alta, pois o virus ¢ de dificil eliminagao, por ser resistente a
desinfetantes (ATMAR; ESTES, 2006). Também pode ocorrer
a transmissdo por meio das particulas virais presentes em
aerossois em caso de vomitos (GREEN, 2007).

Segundo Atmar e Estes (2006), apos a exposi¢do ao
NoV, o periodo de incubagado ¢ curto, podendo variar de 24
a 48 horas. O individuo infectado apresenta sintomas como
diarreia, vOmito, dor abdominal, nausea, anorexia e até
febre. Porém podem ocorrer infecgdes assintomaticas em 1/3
dos infectados. A doenga possui duragdo de 12 a 60 horas,
considerada curta, mas individuos com imunossupressao
podem ter diarreias cronicas e excretar o virus por anos.

Com relagdo aos sinais clinicos em caes Martella et
al. (2008) sugerem maiores investigagdes sobre a real
patogenicidade deste novo calicivirus infectante em caes,
com tropismo entérico, em especial porque a investigacao
supracitada foi feita em cdes com idade superior a 22 dias,
podendo ocorrer replicagao viral ativa.

2.11 Diagnéstico

Dentre os métodos de diagndsticos mais utilizados para
as noroviroses estdo, Microscopia Eletronica, Imunoensaios
(IA) e transcricdo reversa, seguida de reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR) (LOPMAN; BROWN; KOOPMANS,
2002). O maior problema do diagnostico imunoldgico e
moleculares ¢ a alta diversidade genética e antigénica dos
NoVs, o que esta bem descrito para os norovirus humanos
(ZHENG et al., 2006).

A diversidade genética e antigénica descrita nos norovirus
animais ¢ ainda menor que a descrita em norovirus humano
como ¢ visto um numero de agrupamentos para cada
genogrupo. Isso pode ser explicado pelos métodos de ensaios
diagndsticos desenvolvidos capazes de detectar uma grande
diversidade de norovirus animais (OLIVER et al., 2006).
Além disso, o desenvolvimento dos métodos de diagnosticos
mais eficazes tem sido dificultado pela auséncia de um meio
de cultivo celular para norovirus (WANG et al., 2005).

A microscopia eletronica tem sido uma ferramenta
fundamental para os pesquisadores e levou a descobertas dos
primeiros norovirus, mas ¢ um método relativamente insensivel
porque ¢ necessaria uma carga viral elevada (> 106 particulas
por gramas de fezes) (ATMAR; ESTES, 2006). Sendo assim,
sdo necessarios microscopistas altamente qualificados para

detectar os NoVs a partir de amostras preparadas de forma
confiavel. Varios métodos também utilizam algumas variantes
como a [EM (KAPIKIAN, 2000) ou IEM em fase solida, e
baseiam-se na rea¢do antigeno-anticorpo, visualizada na EM
de coloragao negativa (DASTJERDI et al., 1999).

A expressdo da proteina do capsideo do norovirus em
um sistema baculovirus proporciona grandes quantidades de
VLPs, as quais sdo utilizadas como antigenos em IA. Estes
ensaios sao altamente sensiveis em comparagdo com EM, mas
sua utilizagdo em laboratorios de diagnosticos ¢ limitada pela
sua estreita especificidade (JIANG et al., 2000).

De fato, o método baseia-se na detec¢do de antigenos
do norovirus o que pode ser dificultado pela sua diversidade
antigénica. Os ELISAS sdo uteis devido a sua rapidez e
simplicidade para o rastreamento de nimero elevado de
amostras a serem avaliadas. A detec¢do de anticorpos ¢ mais
amplamente reativa que a detec¢do de antigenos e muitas
vezes mais adequada para identificar a infecgdo heterotipica
de NoV (ATMAR; ESTES, 2006).

As cepa do NoV animal podem ser detectadas por RT-
PCR com iniciadores concebidos para NoVs humanas. O
ensaio permite a detecgdo de NoVs suino (SUGIEDA et
al., 1998) e bovinos (DASTJERDI et al., 1999; VAN DER
POEL et al., 2000), mas ¢ menos sensivel do que ensaios
utilizando iniciadores animais especificos. Portanto, uma
vez comprovada a presenga de NoVs em espécies animais,
métodos de deteccdo deve ser adaptado. Por exemplo,
iniciadores especificos para RT-PCR e ELISA para a detecgdo
de norovirus suinos e veados cervideo foram desenvolvidos
(VAN DER POEL et al., 2003).

O gene da polimerase ¢ altamente conservado entre os
NoVs e numerosos pares de primers foram publicados nesta
regido (VAN DER POEL et al.,2003; WANG et al., 2006). No
entanto, a analise de mais de uma regido ¢ importante para a
deteccao de cepas recombinantes. Através de sequenciamento
de DNA amplificado a partir do RNA viral e de ampliagdes,
pode ser obtida informagdo sobre filogenia viral e podem ser
detectados virus recombinantes. A RT-PCR foi desenvolvida
apos sequenciamento completo de diferentes genomas de
NoV humanos (JIANG et al., 1993).

A diversidade genética entre os NoVs torna impossivel o
desenvolvimento de um par de iniciadores universal capaz de
detectar todas as cepas NoVs, mas alguns iniciadores foram
desenvolvidos para detectar a maioria das cepas circulantes.
E, portanto, necessaria uma atualizacdo constante dos
iniciadores. A sensibilidade da RT-PCR pode ser muito menor
do que o esperado devido a presenca de inibidores da RT-PCR
na amostra (GUYADER et al., 2006).

A utilizagdo de um controle interno ¢é fortemente
recomendada para validar resultados negativos e alguns foram
descritos para a detec¢do de NoV animal em suinos (WANG
et al., 2006) e bovinos (SMILEY et al., 2003). A RT-PCR
continua a ser o “padrdo-ouro” para o diagnostico de NoV
porque ¢ o método de rotina mais sensivel utilizado. Esta
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sendo progressivamente substituido por RT-PCR em tempo
real, que ¢ mais sensivel e mais rapido.

Varios métodos, tais como SYBRGreen e TagMan,
ja foram elaborados para o diagnostico utilizando o NoV
humano. Estes podem também ser utilizados para a detecgao
de NoVs animais, e alguns foram publicados recentemente
para os NoVs suinos e bovinos (CHEETHAM et al., 2006).

A RT-PCR em tempo real utilizando uma sonda TagMan
da a vantagem da confirma¢do num unico ensaio ¢ a
oportunidade de quantificagdo de um padrio ¢é utilizado. Esta
ultima aplicagdo ¢ de grande interesse, uma vez que a maioria
dos NoVs nao pode ser facilmente cultivada no meio celular
de rotina para quantificagdo de ensaio de placa. Como ndo ha
harmonizagdo para comparar os métodos (como um ensaio de
referéncia), os parametros de validacdo relatados na literatura
ndo sdo comparaveis. Contudo, uma conclus@o a partir dos
ensaios publicados ¢ que a RT-PCR ¢ mais sensivel do que
EM e ELISA, principalmente usado para identificar infec¢des
em animais e humanas NoV. (RICHARDS et al., 2003).

2.12 Prevencio e controle

A prevengao de surtos de norovirus tem sido extremamente
desafiadora porque surtos comegam com uma unica exposi¢ao
a alimentos ou agua contaminados, ¢ podem rapidamente se
espalhar pelo contado direto entre pessoas (WIDDOWSON
et al., 2004).

O monitoramento e a investiga¢do de surtos exigem uma
combinagdo na identificacdo dos primeiros casos, de casos
secundarios em que o modo de transmissao pode ser diferente
em ambos os casos. Controlar e eximir um surto geralmente
demanda esforgos, pois necessita da limpeza total do ambiente
em navios, hospitais ou locais fechados, e mesmo assim, as
epidemias diminuiram somente quando a quantidade viral se
esgotou (WIDDOWSON et al., 2004).

O conhecimento da sequéncia viral especifica da epidemia
pode liga-las a uma exposi¢do comum, como ostras cruas
ou alimentos contaminados, € ocasionalmente identificar o
virus presente no alimento. O sequenciamento de uma regiao
gendmica de uma cepa tem sido util na ligagao de cepas a um
unico surto, monitorando a sua evoluc¢do 4 medida que o surto
de alastra e detectando cepas individuais associadas a uma
transmissao prolongada (XERRY et al., 2008).

Ensaios que foram utilizados em focos especificos
para detectar norovirus diretamente nos alimentos e agua
contaminados estdo sendo adaptados para o rastreio dos
mesmos (ATMAR et al., 1995; DANIELS; BERGMIRE-
SWEAT; SCHWAB, 2000). Os
controle de surtos sdo relativamente eficazes na melhor das
hipoteses, visam limitar a exposi¢do de alimentos que foram
contaminados na fonte de contaminac¢do ambiental, como no

esforcos atuais para

caso de framboesas e ostras, ou através de contaminagao por

manipuladores de alimentos (BAERT et al., 2009).
Recomenda-se que os manipuladores de alimentos

sejam proibidos de permanecer no trabalho e que uma rigida
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higiene pessoal entre os manipuladores seja aplicada, porém
ambas as medidas tiveram sucesso limitado. Um estudo
japonés demostrou altas taxas de infecgdo por norovirus em
manipuladores de alimentos assintomaticos e disseminagdo
prolongada de virus apds infecgdo, mas a importancia da
disseminag@o de baixo nivel para ocorrer transmissao nao foi
documentada (OZAWA et al., 2007).

A prevengao da propagagdo secundaria do virus através
do contato direto entre pessoas e superficies inanimadas
contaminadas ¢ fundamental para impedir a contaminagéo,
como aquelas que ocorrem em salas de hospitais e a bordo
de navios de cruzeiro. Estimular a higiene pessoal, usar
precaugdes contra gastroenterites e desinfetar as superficies
ambientais diminui os riscos. Um estudo recente em que o
norovirus de rato foi utilizado como modelo mostrou que os
desinfetantes para as maos contendo alcool podem reduzir a
contaminagdo (OZAWA et al., 2007).

Um recente ensaio clinico demostrou a redugdo e ou
auséncia da infecgdo por norovirus nas salas de aula onde
se usaram métodos de assepsia das médos a base de alcool,
e limpeza de superficies com toalhas de amoénia quaternaria,
em comparagdo com as salas em que seguiram praticas
usuais de lavagem e limpeza das maos (SANDORA; SHIH;
GOLDMANN, 2008).

2.13 Vacinas

A alta prevaléncia de infecgdes por norovirus em
criangas ¢ idosos onde poucas intervengdes foram feitas
para a preven¢ao dos surtos levaram alguns pesquisadores a
considerar um papel da vacina no controle das doengas. Os
grupos alvos para receber esta vacina incluem lactantes, como
parte do seu calendario de rotina para vacinagdo infantil,
idosos, manipuladores de alimentos, militares, viajantes,
profissionais de satde e atendentes de creches (PERIWAL et
al., 2003).

As noroviroses sdo infecgdes universais entre criancas
e, possivelmente, a segunda causa mais comum de diarreia
aguda nos paises em desenvolvimento, onde as vacinas podem
desempenhar um papel fundamental nos programas que visam
reduzir a mortalidade infantil e controlar as doengas diarreicas.
Uma revisdo sistematica recente da literatura demonstrou
que 15% das internagdes de criancas por diarreia na India e
31% no Peru estavam associadas a infecg¢des por norovirus,
21 % poderiam contribuir grandemente para a estimativa de
1,6 milhdes de mortes entre criangas por diarreia anualmente
(PATEL et al., 2008).

Estudos  pré-clinicos
semelhantes a virus administradas em ratinhos como vacinas

demostram  que particulas
parentéricas, orais ou intranasais sdo altamente imunogénicas
(GUERRERO et al., 2001).

Entre voluntarios, as particulas recombinantes semelhantes
a virus expressas em plantas transgénicas e as particulas
semelhantes a virus expressas em baculovirus, administradas

por via oral foram consideradas seguras ¢ imunogénicas. No
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entanto, permanecem muitos desafios ao desenvolvimento
de vacinas para norovirus, incluindo uma compreensdo
incompleta sobre a protecdo imunologica, a falta de boa
imunidade em longo prazo e a prote¢ao heterotipica contra
cepas antigenicamente distintas (TACKET et al., 2003).

A existéncia de multiplas propriedades genéticas e tipos
antigénicos de virus também sdo considerados um problema.
A recente predominancia de algumas cepas em comum
sugere que candidatos a vacina podem necessitar de poucos
antigenos. No entanto, dada evolugdo continua do virus,
pode ser necessario um processo anual de selecdo de cepas,
semelhante ao virus da gripe. Estudos que testam vacinas
baseadas em particulas semelhantes ao norovirus estdo apenas
comecando e os conhecimentos obtidos nesses estudos podem
determinar a viabilidade final dessa abordagem (BALL et al.,
1999; TACKET et al., 2003).

2.14 Tratamento

O tratamento primordial da gastroenterite por norovirus,
assim como em outras doencas diarreicas ¢ baseado na
reidratagdo oral com liquidos e eletrélitos, se o paciente
estiver alerta e capaz de ingerir, ou com fluidos intravenosos,
se 0 vomito e a desidratacdo forem graves. Embora ainda
nao se tenha desenvolvido agentes antivirais, sdo conhecidas
estruturas cristalograficas de raio-x da polimerase viral e as
proteases, tal como o sitio de ligagdo dos antigenos do grupo
sanguineo em particulas, e estas proporcionam alvos potenciais
para o desenvolvimento de farmacos. Os interferons ¢ a
ribavirina inibem eficazmente a replicacdo do norovirus em
células, porém seu valor terapéutico precisa ser avaliado. A
administracao de imunoglobulina hiperimune humana por via
parenteral ou oral tem sido sugerida, mas esta terapia nunca
foi estudada em ensaio clinico (CHANG; GEORGE, 2007).

3 Conclusao

Ainda sao poucos os relatos sobre a presenga do norovirus
em cdes, que podem apresentar um potencial de transferéncia
zoondtica, porém devido a sua maior proximidade com os
seres humanos na atualidade considera-se importante novos
estudos para avaliar o papel do cdo como reservatorio do
norovirus, em especial no Brasil, pela inexisténcia de relatos
até o presente momento.
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