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RESUMO

O aumento das atividades recreacionais na 4gua tem contribuido para a transmissao
de doencas de veiculacdo hidrica. Os parametros de balneabilidade avaliados para
exposicdo humana em Aaguas naturais incluem indicadores bacterioldgicos.
Entretanto, a presenca de virus nestas aguas nao é considerada. Neste contexto, 0s
virus excretados nas fezes de pessoas infectadas sdo importantes contaminantes de
aguas superficiais em funcéo do continuo despejo de esgoto domeéstico. Este estudo
tem como objetivo avaliar a contaminagdo pelos principais agentes etiolégicos da
gastroenterite viral aguda, rotavirus grupo A (RV-A) e norovirus (NV), em aguas
superficiais da Lagoa Rodrigo de Freitas pela deteccdo, quantificagcdo e
caracterizacdo molecular destes agentes, correlacionando-os com parametros
microbiolégicos e fisico-quimicos de qualidade da &gua. A Lagoa € um ponto
turistico e de lazer de grande expresséo na cidade do Rio de Janeiro, tem sua agua
classificada como agua de recreacdo de contato primario e, atualmente, esta
passando por um programa de despoluicdo para reverter o seu estado de
degradacdo ambiental. Entre Agosto de 2007 e Julho de 2008, 2L de &gua
superficial foram coletados mensalmente em 12 pontos, incluindo 10 pontos na
Lagoa Rodrigo de Freitas, um no Rio dos Macacos, que desemboca na Lagoa, e um
na praia do Leblon, onde a agua da Lagoa é escoada, totalizando 144 amostras. As
amostras foram concentradas 1000X pelo método de adsor¢do-eluicdo utilizando
uma membrana carregada negativamente e reconcentradas a uma volume final de
2mL em Centriprep®YM-50. RV-A e NV foram detectados e quantificados pelas
técnicas de reacdo em cadeia pela polimerase convencional e quantitativa (cPCR /
gPCR) precedidas por transcricdo reversa (RT). Pela analise conjunta destas
metodologias, RV-A e NV-GIlI foram detectados em 24,3% (35/144) e 18,8%
(27/144) das amostras estudadas, respectivamente. A quantificacdo de RV-A e NV-
Gll variou de 3,34 a 4680 cg/100mL e 1,57 a 26,5 cg/100mL, respectivamente. As
amostras positivas de RV-A foram caracterizadas pelo sequenciamento parcial do
segmento 6 (VP6) como subgrupo | e gendétipo 12 segundo a nova classificacao
proposta para estes virus. E.coli foi quantificada por Kit Colilert-18Kit Quanti-Tray®/
2000 em cada ponto de coleta como um indicador bacteriolégico de contaminacéo
fecal e 87,5% (126/144) das amostras de agua foram caracterizadas como proprias
conforme estabelecido pela legislacao vigente. RV-A e/ou NV-GII foram detectados
em 38,1% (48/126) dessas amostras, evidenciando a presenca de virus em aguas
que estdo dentro dos padrdes aceitaveis para E.coli, ndo sendo observada a
associacdo entre este parametro e a deteccdo destes virus. Adenovirus humano
(HuAdV) foram pesquisados como possiveis marcadores virais de contaminacao
fecal humana, sendo detectados em 16,7% (24/144) das amostras, apresentando
distribuicdo ndo homogénea em relacdo aos resultados de E.coli, RV-A e NV-GII.
Parametros fisico-quimicos como salinidade, temperatura, pH, cloro e turbidez foram
determinados, sendo demonstrada uma distribuicdo ndo homogénea entre RV-A e
turbidez e NV-GII e pH. Os dados obtidos neste estudo enfatizam a necessidade do
estabelecimento de parametros virais para a avaliacdo da qualidade da &4gua e a
necessidade de se disponibilizar protocolos de deteccdo viral que auxiliem para a
adocdo de medidas de controle de contaminacdo ambiental pelas autoridades
Municipal e Estadual.
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ABSTRACT

The increase of recreational activities in water has contributed to the transmission of
waterborne diseases. The bathing parameters evaluated for human exposure in
natural waters include bacteriological criteria. However the presence of virus is not
considered. In this context, viruses excreted in feces of infected people are important
contaminants of surface water due to the continuous discharge of domestic
sewage.This study aims to evaluate the contamination by the main etiologic agents
of viral acute gastroenteritis, group A rotavirus (RV-A) and norovirus (NV), in surface
waters of the Rodrigo de Freitas Lagoon by detection, quantification and molecular
characterization of these agents, correlating with the microbiological and physico-
chemical standards for water quality. From August 2007 to July 2008, 2L of surface
water were monthly collected at 12 sites, including 10 sites in the Rodrigo de Freitas
Lagoon, one in the Macacos River, which flows into Lagoon, and one at Leblon
Beach, where water Lagoon is drained, totalizing 144 samples. The samples were
concentrated 1000X by an adsorption-elution method using a negatively charged
membrane and reconcentrated to a final volume of 2mL in Centriprep®YM-50
concentrator. RV-A and NV were detected and quantified by conventional and
quantitative polymerase chain reaction (cPCR/gPCR) preceded by reverse
transcription (RT). For the joint analysis of these methodologies RV-A and NV-GlII
were detected in 24,3% (35/144) and 18,8% (27/144) of the studied samples,
respectively. Quantification of RV-A and NV-GII ranged from 3,34 to 4680 cg/100mL
and 1,57 to 26,5 cg/100mL, respectively. The RV-A positive samples were
characterized by partial sequencing of segment 6 (VP6) as subgroup | and 12
genotype according to the new classification proposed. E.coli was quantified using
Colilert®-18Kit Quanti-Tray®/2000 in each collection site as bacterial standard of fecal
contamination and 87.5% (126/144) of water samples analyzed were characterized
as suitable for bath as established by legislation. RV-A and/or NV-GII were detected
in 38,1% (48/126) of these samples, showing the presence of viruses in waters that
are within the standards for acceptable E.coli and there was no association between
this parameter and viral detection. Human adenoviruses (HuAdV) were investigated
as possible viral markers of human fecal contamination and were detected in 16,7%
(21/144) of the samples showing non-homogeneous distribution in relation to the
results of E. coli, RV-A and NV-GII. Physico-chemical parameters, like salinity,
temperature, pH, chlorine and turbidity, were determined in loco. It was demonstrated
a non-homogeneous distribution of positive and negative samples between RV-A and
turbidity and NV-GII and pH. Data obtained in this study emphasize the need for the
establishment of viral parameters for the assessment of water quality and the need to
provide viral detection protocols that lead to the adoption of measures to control
environmental contamination by municipal and state authorities
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1. INTRODUCAO

A agua € o constituinte mais caracteristico da Terra, essencial para a
existéncia da vida, e um recurso natural de valor inestimavel. Dentre seus inUmeros
usos estdo: o abastecimento domeéstico e industrial, a irrigacdo, a preservacao da
fauna e da flora, a recreagdo e o lazer, a criacdo de espécies, a geracao de energia
elétrica, a navegacdo, a harmonia paisagistica e o transporte de despejos.
Entretanto, em funcdo da ma utilizacdo e ndo preservacdo deste recurso, 0S
ecossistemas aquaticos vém sofrendo alteracbes nas suas caracteristicas (Von
Sperling, 2005).

A qualidade da agua e, portanto, da saude humana pode ser
significativamente afetada pela presenca de microrganismos patogénicos derivados
de esgotos néo tratados lancados em aguas superficiais. Estima-se que 17-25% da
populacdo mundial ndo tenha acesso a agua potavel (United Nations Population
Fund/World Bank, 2001) e que doencgas de veiculacao hidrica estdo entre uma das
causas mais comuns de morte no mundo, afetando especialmente paises em
desenvolvimento (Straub & Chandler, 2003).

Neste contexto, os virus excretados nas fezes de pessoas infectadas sao
importantes contaminantes de aguas superficias urbanas pelo continuo despejo de
esgotos domésticos. Surtos de doencas associadas a estes patdgenos, apos o
contato com aguas superficiais contaminadas, tém sido bem documentados,
demonstrando um aumento significativo de infec¢cdes gastroentéricas, oculares,
auditivas, respiratérias ou dérmicas, entre aqueles que se dedicam a atividades
nesse tipo de agua (Donovan et al, 2008; Sinclair et al, 2009).

Os virus presentes no trato gastrointestinal de individuos infectados séo
eliminados pelas fezes em concentracdes extremamente elevadas, podendo variar
de 10° a 10*® particulas virais por grama de fezes (Farthing, 1989; Bosch et al, 2008;
Espinosa et al, 2008; Hamza et al, 2009). Contaminam de forma direta ou indireta
aguas destinadas ao consumo humano, podendo permanecer viaveis durante varios
meses, resistindo a condi¢cdes adversas. Podem ser identificados durante todas as
estacBes do ano, sendo capazes de resistir aos processos de tratamento de agua e
esgoto aplicados no controle bacteriano, inclusive cloragéao (Bosch, 1998).

Dentre os virus gastroentéricos associados a surtos de veiculacdo hidrica,
estdo os rotavirus grupo A (RV-A) e norovirus (NV), reconhecidos como 0s principais

agentes etioldgicos da gastroenterite infantil aguda e por grande parte dos surtos de
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gastroenterite ndo-bacteriana em todo o mundo (Parashar et al, 2006; Vainio &
Myrmel, 2006; CDC, 2008; Zheng et al, 2006). Em paises em desenvolvimento, 43%
dos casos de gastroenterite infantil sdo atribuidos a virus, sendo a maioria associada
aos RV, seguido pelos NV (Ramani & Kang, 2009). Em adicdo, segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 88% das mortes por diarréia nestas criancas
sdo atribuidas a agua insalubre, saneamento inadequado e pouca higiene (OMS,
2004).

1.1.Virus gastroentéricos

1.1.1. Rotavirus

Denominados inicialmente de Orbivirus (Bishop et al, 1973) e Reovirus-like
(Kapikian et al, 1974) em razdo de sua semelhanca morfolégica aos membros da
familia Reoviridae, os RV foram descritos pela primeira vez em 1973, em Melbourne,
Australia, por microscopia eletrénica (ME) de células do epitélio de mucosa duodenal
de criancas com quadro de diarréia aguda ndo bacteriana (Bishop et al, 1973).
Posteriormente, foram denominados Duovirus (Davidson et al, 1975) e, finalmente,
Rotavirus, devido ao seu aspecto semelhante ao de uma roda quando examinados
por ME (Flewett & Woode, 1978).

A particula dos RV é ndo-envelopada, apresenta simetria icosaédrica, mede
aproximadamente 100nm de diametro e € composta por 11 segmentos de RNA fita
dupla (RNAfd). Os segmentos genémicos variam em numero de nucleotideos (nt)
de 667 (segmento 11) a 3.302 pares de bases (pb) (segmento 1), do menor para o
maior gene, diferenca esta que permite separa-los por eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA). Estes codificam seis proteinas estruturais (VP) e seis néo-
estruturais (NSP). Cada gene codifica para uma proteina, com exce¢do do segmento
11 que codifica duas proteinas, a qual tera ao menos uma funcdo (Figura 1.1A)
(Estes, 2001).
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Figura 1.1. Estrutura e proteinas dos rotavirus (RV). A. Representacao de um gel
de poliacrilamida demonstrando os 11 segmentos gendmicos virais e as proteinas
codificadas pelo respectivo segmento; B. Representacdo esquemética de uma

particula completa de rotavirus (RV). RNAfd: RNA fita dupla (Adaptado de Angel et al, 2007 e
Greenberg & Estes, 2009).

A particula viral completa é formada por trés camadas protéicas (triplo
capsideo viral). O capsideo externo € composto por trimeros da proteina VP7 e por
espiculas de proteina VP4. O capsideo intermediario € composto pela proteina VP6.
O capsideo interno ou core é composto pelas proteinas VP1 (RNA polimerase-RNA
dependente), VP2 e VP3 (guaniltransferase e metiltransferase) e € onde se encontra
o genoma viral (Figura 1.1.B) (Hyser & Estes, 2009).

As proteinas VP1, VP2 e VP3, codificadas pelos segmentos 1, 2 e 3,
respectivamente, correspondem em conjunto a aproximadamente 18% das proteinas
virais e participam do complexo de replicagédo e de transcricdo do virion (Kapikian et
al, 2001).

A VP4 é uma proteina nao-glicosilada que vem sendo descrita como
determinante na adesdo a célula, internalizacdo, hemaglutinacdo e neutralizagao,
além de induzir imunidade protetora em animais e criangas (Estes, 2001; Kapikian et
al, 2001). Além disso, ela é susceptivel a protedlise e clivada em VP5 e VP8, o que
resulta no aumento da infecciosidade viral e facilita a entrada do virus na célula
(Jayaram et al, 2004; Angel et al, 2007).



A proteina VP6 representa 51% da particula viral e possui em sua superficie
determinantes antigénicos que permitem a classificacdo os RV em diferentes grupos
e subgrupos de RV-A (Kapikian et al, 2001). Ela é composta por dois dominios que
interagem com as proteinas VP7 e VP2, atuando na entrada do virus na célula e na
transcricdo do RNAfd (Heiman et al, 2008).

A VP7 é a segunda proteina mais abundante da particula viral, representando
30% das proteinas viras. E a glicoproteina mais imunogénica do capsideo externo,
induzindo a sintese de anticorpos neutralizantes. Essa proteina pode modular a
atividade da VP4 no processo de adsorcao e entrada dos RV-A na célula. Interage
com moléculas da superficie celular, uma vez que a proteina VP4 ja tenha iniciado o
processo de adsorcdo (Jayaram et al, 2004). Além disso, acredita-se que ela esteja
diretamente associada a manutencao da infecciosidade da particula viral dos RV,
uma vez que diferentes estudos tém demonstrado que concentracfes apropriadas
de ions célcio (Ca'™) sdo necessarias para se manter a estabilidade da particula,
aparentemente pela estabilidade de VP7. O tratamento de particulas virais utilizando
agentes guelantes de calcio, como o EDTA, resulta na remocao do capsideo externo
através da dissociacdo dos trimeros de VP7 e, consequentemente, a perda de
infecciosidade (Estes & Kapikian, 2007).

As NSPs sdo sintetizadas nas células infectadas e funcionam em algum
momento do ciclo de replicacdo viral ou interagem com as proteinas do hospedeiro
para influenciar a patogénese ou a resposta imune a infeccdo (Greenberg & Estes,
2009). A NSP1 apresenta associacdes com o citoesqueleto celular, favorecendo a
ligagdo virus-célula. A NSP2 é uma proteina altamente conservada, é expressa em
altos niveis em células infectadas e associa-se com a NSP5, estando ambas as
proteinas envolvidas na replicacdo, formacao de viroplasmas e encapsidacédo viral
(Estes, 2001; Mertens, 2004). A NSP3 esta envolvida na regulacdo da traducéo
(Jayaram et al, 2004). A NSP4 foi a primeira enterotoxina viral descrita e tem
importancia na morfogénese e viruléncia viral, sendo capaz de ativar os canais
dependentes de Ca*" do intestino e provocar uma diarréia de natureza secretoria. A
NSP5 possui atividade autoquinase e tem papel importante na replicacao viral ao
interagir com as proteinas NSP2 e NSP6 e, juntas, estarem associadas a formacao
do viroplasma. A NSP6 é encontrada principalmente nos viroplasmas e interage com
NSP5, evidenciando sua participacdo nos processos de replicacdo e encapsidagao
do virus (Estes, 2001).



Os RV séo classificados em grupos (A-G) e subgrupos (SG) em funcdo da
especificidade antigénica da sua principal proteina estrutural, a VP6. Os grupos A,
B, e C tém sido encontrados em humanos e animais, enquanto os grupos D-G
somente em animais. Os RV do grupo A (RV-A) séo epidemiologicamente os mais
importantes, uma vez que Sao 0s principais responsaveis pelos episodios de diarréia
aguda em criangas em todo o mundo (Kapikian et al, 2001).

Quanto aos SG, os RV-A sao classificados em SGI, SGIl, SGl+ll e SG nédo | e
nao Il pela presenca ou auséncia de epitopos imunoreativos frente a determinados
anticorpos monoclonais. Os SG | e Il tém sido os mais encontrados, sendo SGII
relacionado a cepas de origem humana e o SGI relacionado a cepas de origem
animal (Iturriza-Gomara et al, 2002).

Os RV-A sao também classificados pelas proteinas VP4 e VP7 em dois
sorotipos/gendtipos representados pelas letras P (sensibilidade a protease) e G
(glicoproteina), respectivamente. Como o genoma viral é segmentado, 0os genes que
codificam essas proteinas podem segregar de forma independente, gerando uma
nomenclatura bindria. Até o momento foram descritos 19 sorotipos G, que séo
correspondentes aos genotipos. Assim, a classificacdo pela VP7 é dada em funcao
apenas do seu sorotipo (G1, G2, G3 e, assim, sucessivamente). Entretanto, para a
VP4 foram descritos 17 sorotipos e 27 genétipos P. Assim, descreve-se o P-tipo com
o P acompanhado do numero do sorotipo e 0 niumero do gendtipo correspondente
entre colchetes (amostra de RV-A humano Wa: G1AP1[8]) (Ciarlet et al, 2008;
Greenberg & Estes, 2009).

Recentemente, Matthijnssens e colaboradores (2008) propuseram um novo
sistema de classificacdo para os RV-A, tendo como base as propriedades
moleculares dos 11 segmentos de RNAfd. Este novo sistema de classificacdo foi
proposto baseando-se na caracterizagcdo molecular e analise filogenética do genoma
completo de 53 prototipos. Os diferentes genotipos descritos para cada um dos
segmentos sao divididos segundo valores de cut-off especificos de identidade
nucleotidica para cada um destes genes (Quadro 1.1). Analises filogenéticas
sugerem que as caracteristicas moleculares dos genes que codificam para as
proteinas VP1 (RNA-dependent RNA polymerase), VP2 (Core Potein), VP3
(Methyltransferase), VP6 (Inner Capsid), NSP1 (Interferon Antagonist), NSP2
(NTPase), NSP3 (Translation Enhancer), NSP4 (Enterotoxin) e NSP5



(pHosphoprotein) resultam em 4, 5, 6, 11, 14, 5, 7, 11 e 6 diferentes genaétipos,

respectivamente.

Quadro 1.1. Valores de cut-off de percentagem de identidade nucleotidica que
definem os diferentes gendtipos de rotavirus grupo A (RV-A) considerando-se

0s 11 segmentos gendmicos (Adaptado de Matthijnssens e colaboradores, 2008).

Valores de cut-off _ .
) _ . Designacédo dos nomes dos
Gene de identidade Genaotipos .
o genotipos
nucleotidica (%)
VP4 80 19G Glicoproteina
VP7 80 27P Sensivel a protease
VP6 85 111 Capsideo interno
VP1 83 4R RNA polimerase-RNA dependente
VP2 84 5C Proteina do core
VP3 81 6M Metiltransferase
NSP1 79 14A Antagonista do Interferon
NSP2 85 5N NTPase
NSP3 85 7T Intensificador da traducéao
NSP4 85 11E Enterotoxina
NSP5 91 6H Fosfoproteina (pHosphoprotein)

As infecgbes por RV produzem uma gama de respostas que vao desde casos
assintomaticos, principalmente em adultos, a casos graves de diarréia, que
acometem principalmente bebés e criancas menores de cinco anos. Casos graves
em adultos podem ocorrer devido as infec¢des por cepas ndo usuais ou por doses
extremamente elevadas de particulas virais. A diarréia é a principal manifestacao
clinica, porém sintomas como vomito, dores abdominais e desidratacdo, sendo este
altimo o principal fator de mortalidade do hospedeiro, podem ser observados. O
periodo de incubacdo pode variar de 19 horas a dois dias e a doencga é autolimitada,
normalmente apods cinco dias do inicio da infec¢do, podendo chegar a 10, o quadro
se resolve (Estes & Kapikian, 2007; Greenberg & Estes, 2009). A eliminacdo de
particulas virais pelas fezes inicia-se antes ou apds o término da diarréia e pode

levar de quatro a 57 dias, com média de 10 dias (Richardson et al, 1998).



As vias de transmissdo mais comuns sdo a fecal-oral, em funcdo da sua
resisténcia a inativagcdo e ao contato com superficies contaminadas (Estes &
Kapikian, 2007). Estudos com voluntarios demonstraram que os RV também podem
ser adquiridos pela ingestdo de agua contaminada (Ward et al, 1986) e a superficie
contendo a agua evaporada também pode causar infeccdo em contato com a mao
ou boca (Ward et al, 1991).

Os RV sdéo os principais agentes etiologicos da gastroenterite aguda (GA) em
criancas em todo o mundo (Estes & Kapikian, 2007). Estima-se que, a cada ano, 0s
RV sejam responsaveis por cerca de 111 milhGes episodios de gastroenterite, 25
milhdes de consultas, 2 milhdes de hospitalizagbes e aproximadamente 611.000
(intervalo de 454.000-705.000) 6bitos em criangcas menores de 5 anos de idade em
todo o mundo (Parashar et al, 2003; 2006).

A doenca é desigualmente distribuida entre paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, provavelmente por razfes socioecondmicas e epidemioldgicas,
com a maioria das mortes ocorrendo em paises em desenvolvimento (Angel et al,
2007). Os RV sdo eliminados em concentracdes superiores a 10'° particulas virais
por grama de fezes e estudos de infecciosidade indicam que 10 particulas virais sao
suficientes para resultar em infeccdo, provavel razdo pela qual o aumento nas
condicdes de higiene nos paises desenvolvidos ndo reduz bruscamente a incidéncia
de infec¢Bes por RV (Greenberg & Estes, 2009).

Ao contrario de muitos patdgenos bacterianos entéricos, os RV resistem em
climas temperados e tropicais. Nas regides de clima temperado observa-se um
padrao tipicamente sazonal, caracterizado pela ocorréncia de surtos e epidemias
durante os meses mais frios e secos do ano, sendo que nas regiées de clima tropical
as infeccdes por RV-A ocorrem ao longo de todo o ano (Kapikian et al, 2001,
D’Souza et al, 2008).

A epidemiologia dos RV € bastante complexa, com variados estudos
apontando diversos genétipos P e G de RV-A co-circulando dentro de uma mesma
regido e que o0 gendtipo prevalente em uma determinada regido pode mudar
anualmente. Outra observacdo é que o0s genodtipos prevalentes em diferentes
regides de um pais podem ser diferentes dentro do mesmo periodo epidémico
(Pérez-Vargas et al, 2006).

Em funcdo do genoma segmentado, 0S genes podem segregar

independentemente e gerar particulas com combinacgdes diferentes destes genes e,
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consequentemente, de suas proteinas. Mais de 40 combinacdes G-P ja foram
descritas, entretanto estudos de epidemiologia molecular de RV-A tém demonstrado
gue séo cinco o0s genotipos mais comumente detectados no mundo: G1P[8], G2P[4],
G3P[8], G4P[8] e G9P[8] (Santos & Hoshino, 2005).

Linhares e colaboradores (1977) descreveram o primeiro relato de casos de
gastroenterite infantil aguda associados aos RV-A na América Latina, observando
por ME particulas semelhantes aos RV em fezes de criangas com diarréia aguda em
Belém do Pard, Brasil. Desde entdo, diversos outros trabalhos tém sido publicados
demonstrando os casos de GA associados aos RV no pais. Em uma extensa revisao
dos artigos que descrevem a genotipagem de RV-A circulantes no Brasil em dois
periodos pré-vacinais compreendidos entre 1982-1995 e 1996-2005, Leite e
colaboradores (2008) demonstraram que as combina¢des mais frequentemente
encontradas foram: GI1P[8]/G1P[NT] (43%), G9P[8]/ GO9P[NT] (20%), G2P[4]/
G2P[NT] (9%), G3P[8]/ G3P[NT] (6%), G4P[8])/ GAP[NT] (4%) e G5P[8]/ G5P[NT]
(4%) (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Genotipos de rotavirus grupo A (RV-A) no Brasil por regido. A. 1982-
1995 (653 amostras positivas); B. 1996-2005 (1.839 amostras positivas). NT: nao

tipado (adaptado de Leite e colaboradores (2008)).



1.1.2. Norovirus

O virus Norwalk, atualmente a espécie prototipo do género Norovirus, foi o
primeiro virus descrito como causador da GA, sendo detectado por ME em amostras
de um surto de gastroenterite em criancas de uma escola primaria na cidade de
Norwalk, Ohio, Estados Unidos (Kapikian et al, 1972).

Inicialmente, estes virus foram denominados “Norwalk-like virus” (NLV) e
classificados na familia Picornaviridae, com base na sua morfologia em ME e no
genoma de RNA de fita simples (RNAfs). Em 1978, a familia Caliciviridae foi
taxonomicamente distinguida da Picornaviridae, baseado na morfologia da particula
viral e na observacdo de que os calicivirus apresentavam uma poliproteina
estrutural, da qual o capsideo é constituido (Green et al, 2000).

A demonstracdo da similaridade de sequéncia entre NV e outros calicivirus
(CV), possibilitada pela clonagem e sequenciamento do genoma viral, foi um grande
avango que levou ao reconhecimento da relagéo entre os NV e outros membros da
familia Caliciviridae. Assim, o NLV foi reclassificado como um género denominado
Norovirus, pelo Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV), pertencente a
familia Caliciviridae, que contém ainda os géneros Sapovirus, Lagovirus e Vesivirus
(Green et al, 2000).

A particula dos NV é ndo-envelopada, apresenta simetria icosaédrica, mede
aproximadamente 40nm de diametro e apresenta 32 depressées em forma de taca

na sua superficie (Figura 1.3) (Green et al, 2000).

Figura 1.3. Morfologia dos norovirus (NV). A. Particulas de virus Norwalk em
filtrado de fezes visualizado por micrografia eletrdnica — Barra 50nm (Green et al, 2000);
B. Representacdo da superficie da particula viral obtida através da criomicroscopia

eletrénica (CME) (Tan & Jiang, 2007).



Seu genoma € constituido de um RNAfs, polaridade positiva, com
aproximadamente 7,7 Kb de comprimento, que codifica trés ORFs (“Open Reading
Frames” — Fases Abertas de Leitura). Apresenta uma regido nao traduzida (UTR),
tanto no extremo 5" quanto no extremo 3" e uma cauda poli(A) 3'. Contém também
um RNA subgenémico de 2,3 kb com as ORF 2 e 3 (Bertolotti-Ciarlet et al, 2003). A
ORF 1 codifica uma poliproteina de 200 kDa que, ao sofrer processamento co- e
pés-traducional, gera proteinas néo estruturais (NSP), incluindo a RNA polimerase-
RNA dependente (RpRd). A ORF 2 e a ORF 3 codificam a maior (VP1) e a menor
(VP2) proteinas estruturais do capsideo viral, respectivamente (Hardy, 2005) (Figura
1.4).

Q Q — -
O @ || | (e I— (A),
O (A),

Figura 1.4. Organizacdo do genoma dos norovirus (NV). p48: Proteina p48;

NTPase: Proteina Nucleosideo Trifosfatase; p22: Proteina p22; VPg: Proteina
associada ao genoma; 3CLpro: Protease; RdRp: Polimerase; VP1: Proteina Principal
do Capsideo; VP2: Proteina Menor do Capsideo. Circulo Verde: VPg; (A),: Cauda

Poli(A) Hardy (2005).

A poliproteina da ORF1 pode ser dividida desde a extremidade C a
extremidade N em dominios funcionais designados como proteina p48, nucleosideo
trifosfatase (NTPase), p20 ou p22 (dependendo do Genogrupo), VPg, protease 3CL
e a RdRp. A p48 poderia agir como proteina de estrutura para a formacao de
complexos de replicagdo viral. A NTPase tem funcéo de helicase. A proteina 22 esta
ligada ao processo de replicagdo viral. A proteina VPg, de 15 kDa, esta unida ao
RNA gendmico e subgendmico e, provavelmente, atua na sintese de novas
moléculas de RNA viral. A protease viral 3C realiza 0 processamento co- e pos-
traducional da ORF1 para gerar as proteinas codificadas por esta regido. A
polimerase se extende do aa 1281 a regido C terminal da ORF1 e apresenta
dominio catalitico e elementos estruturais caracteristicos das RpRd de outros virus
RNA polaridade positiva (Hardy, 2005).
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O virion dos NV é composto de 90 dimeros da maior proteina do capsideo, a
VP1, e uma ou duas copias da menor proteina estrutural do capsideo, a VP2
(Prasad et al, 1994). A VP1 é constituida de 530 a 555 aa e apresenta dois dominios
conservados que flanqueiam um dominio variavel central, o qual pode conter
determinantes antigénicos que definem a especificidade da amostra: os dominios P
e S. Acredita-se que essa proteina ndo somente esta relacionada a estrutura viral
como também contém sitios de ligacdo a receptores celulares e sorotipos e
fendtipos virais determinantes (Hardy, 2005; Zheng et al, 2006).

A proteina VP2 é composta de 208 a 268 aa e exibe alta variabilidade na
sequéncia entre diferentes amostras. O papel desta proteina na replicacéo viral ndo
€ bem definido, mas sabe-se que a fosforilagdo desta proteina pode possuir um
papel regulatério importante nos eventos de replicacdo viral. Esta descrito que a VP2
€ a menor proteina estrutural presente em uma ou duas coépias por virion, sendo
importante na encapsidacdo do RNA gendmico viral e na sintese de particulas
infecciosas. A funcdo da VP2 esta associada a regulacdo da expressdo e de
estabilizacdo dos blocos capsidicos da VP1 para produzir particulas que sejam
resistentes a degradacao proteolitica (Glass et al, 2000a; Hardy, 2005).

O género Norovirus esta dividido em cinco genogrupos (Gl, Gll, GGIII, GIV e
GV) baseando-se na analise da sequéncia de informacdo obtida da regidao que
codifica a proteina de capsideo VP1, sendo os genogrupos I, Il e IV responsaveis
por infeccdes em humanos. Os G sdo constituidos de gendtipos (GG), que
representam a unidade minima de classificacdo dos NV (Figura 1.5) (Zheng et al,
2006; Patel et al, 2009). Duas amostras sdo consideradas como pertencentes a
diferentes G se a distancia entre elas pelo método de distancia sem correcao for =
45%. Dentro do mesmo G, amostras que apresentam distancia = 14,3% < 43,8% séao

agrupadas em diferentes GG (Zheng et al, 2006).
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Figura 1.5. Classificacdo de norovirus (NV) em cinco genogrupos (GI-V) e 32

genotipos baseada na diversidade aminoacidica da proteina de capsideo VP1
(Patel et al, 2009).

As infeccBes por NV sdo caracterizadas por diarréia e vOmito. Essas
manifestacbes podem estar acompanhadas por nausea, cdimbras abdominais,
cefaléia, febre e mialgia (Thornton et al, 2004; Bull et al, 2006). Os sintomas
manifestam-se de 12 a 72 horas e o0s virus séo eliminados por um periodo que pode
exceder 22 dias. O periodo de incubacdo é de 12 a 48 horas e a doenca é
normalmente branda e auto limitada, resultando em altas taxas de transmissao e
grandes surtos. Os NV infectam individuos de todas as faixas etarias. Geralmente,
individuos com idade superior a 1 ano desenvolvem vémito como a principal
caracteristica da doenca, enquanto a diarréia € o sintoma mais freqliente em
criangas menores de um ano de idade (Clark & McKendrick, 2004; Thornton et al,
2004; Patel et al, 2009). Porém, um estudo de infeccdo por NV em voluntarios
humanos demonstrou que 82% (41/52) dos voluntarios foram infectados, sendo 68%
(28/41) sintomaticos, 32% (13/41) com sintomas brandos e 20% (8/41) nao
apresentando qualquer tipo de sintoma (Gallimore et al, 2004b), além de NV terem
sido detectados em criangcas apresentando infec¢cdo assintomatica (Monica et al,
2007).
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A principal via de transmisséo dos NV é fecal-oral. A infeccao primaria ocorre,
predominantemente, através da ingestdo de agua e alimentos contaminados. Porém
a transmissao via vémitos, por superficies (através da méo/contato com a boca) e
formacdo de aerossol, poderia gerar infeccbes secundarias e explicar a
disseminacéao rapida e extensa de surtos de doencas em ambientes fechados, como
hospitais, hotéis, cruzeiros, e creches (Estes et al, 2000; Fankhauser et al, 2002;
Widdowson et al, 2005). Associado a isso, a baixa dose infecciosa requerida para
ser estabelecida a infeccéo (<10 particulas), a eliminacdo prolongada de particulas
nas fezes, a estabilidade no ambiente, a grande diversidade genética e a baixa
imunidade contribuem na disseminacdo de casos (Glass et al, 2000b; Bull et al,
2006; Patel et al, 2009).

Responséaveis por 60 a 80% dos surtos de gastrenterite em todo o mundo,
correspondendo a aproximadamente 93% das gastroenterites ndo-bacterianas, 0s
NV infectam individuos de todas as idades, uma caracteristica que os difere de
outros virus responsaveis pela etiologia das gastroenterites (Glass et al, 2000b;
Zheng et al, 2006). Estima-se que os NV sejam responsaveis por 64.000 episédios
diarréicos que requerem hospitalizagdo, 900.000 consultas clinicas em criancas de
paises industrializados e acima de 200.000 6bitos de criangas com idade inferior a
cinco anos em paises em desenvolvimento (Patel et al, 2008).

Casos esporadicos de GA causados por NV podem ocorrer durante todo o ano,
embora se observem diferentes padrées de sazonalidade nos hemisférios norte e sul
para a maioria dos surtos. No hemisfério norte, os casos ocorrem com maior
frequéncia no inverno ou na estacao seca, enquanto que no sul sdo mais frequentes
no verdo (Froggatt et al, 2004; Parashar et al, 2004; Bon et al, 2005; Fretz et al,
2005; Ike et al, 2006).

No mundo, trabalhos desenvolvidos em diversos paises, como Chile, Franca,
Alemanha, Italia, Estados Unidos e Japao, tém demonstrado a importancia dos NV
nas GA, especialmente os NV GIl.4, descritos como 0s mais prevalentes. Além
disso, nesses trabalhos pode-se observar a grande diversidade genética dos NV e a
descricéo de novas cepas circulantes (Vidal et al, 2005; Bon et al, 2005; Okada et al,
2005; Colomba et al, 2006; Ike et al, 2006).

No Brasil, alguns trabalhos foram desenvolvidos demonstrando a circulagao
dos NV no pais (Figura 1.6). Em trabalho realizado na Bahia por Campos e

colaboradores (2008), NV foram detectados em 63% de amostras de pacientes
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apresentando quadros de GA, sendo o Gll.4 detectado em 72,5% das amostras,
Gll.3 em 8,8% e GII.9 em 10%. Outro trabalho realizado na Bahia por Xavier e
colaboradores (2009) com criangas de idade inferior a 3 anos na cidade de Salvador,
demonstrou que os NV foram responsaveis por 8% dos casos. Em Recife, NV foram
detectados em 15% dos casos de criancas internadas com quadros diarréicos
(Nakagomi et al, 2008).

No Rio de Janeiro, quatro trabalhos foram publicados demonstrando a
importancia dos NV. Gallimore e colaboradores (2004a) demonstraram que 0os NV
foram responsaveis por 75% (3/4) dos surtos de gastroenterite de etiologia néo
conhecida em uma creche na cidade do Rio de Janeiro, do quais dois foram
causados por Gll.4 e outro por GI.3, variando de 23% a 67%. Soares e
colaboradores (2007) detectaram NV em 14,5% de amostras clinicas de criancas
com GA, sendo 47,6% e 52,3% destas pertencentes ao genogrupo | e Il
respectivamente. Victoria e colaboradores (2007), ao estudarem criancas
hospitalizadas por quadros de GA, detectaram NV em 20% dos casos e o0s
gendtipos envolvidos foram Gll.4 (64%), GIl.2 (7%) e Gl.2 (4%). Ferreira e
colaboradores (2008) publicaram um trabalho no qual NV foram detectados em 66%
das amostras provenientes de surtos e casos esporadicos de GA na regiao do Vale
do Paraiba no estado, com todas as amostras sequienciadas pertencentes ao Gll.4.

No Espirito Santo, NV foram detectados em 39,7% amostras provenientes de
criancas hospitalizadas por GA (Ribeiro et al, 2008).

Em Sé&o Paulo, NV foram detectados em 33,3% das amostras de criangas com
idade inferior a trés anos (Castilho et al, 2006). Neste estudo NV Gl foram
detectados em 6,1% da amostras, sendo observados os genétipos Gl.3b e Gl.4. O
GllI foi encontrado em 78,7%, onde foram detectados os gendtipos Gll.4 (60,6%),
Gll.6, Gll.3 e GII.2.

Na regido centro-oeste do pais, um estudo realizado por Borges e
colaboradores (2006), detectou calicivirus humanos (HuCaV) em amostras

provenientes de criangas hospitalizadas em Brasilia (11,6%) e Goiania (1,9%).
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Figura 1.6. Representacdo esquemética da deteccdo de norovirus (NV) e

calicivirus humanos (HuCaV) no Brasil.

1.2. Metodologias de deteccédo de virus gastroentéricos

1.2.1. Rotavirus

A primeira metodologia descrita para deteccdo dos RV foi a visualizacéo direta
por ME das particulas virais em funcdo da morfologia Unica deste patdgeno, formato
de roda (Kapikian et al, 2001). Atualmente, o método de escolha mais utilizado para
detecgdo do antigeno viral € o ensaio imunoenzimatico (EIE), que é disponivel
comercialmente para o diagnéstico de RV-A, com a utilizagdo de anticorpos
policlonais ou monoclonais dirigidos ao antigeno comum de grupo (VP6). Trata-se
de um procedimento de facil execucéo, acessivel a laboratérios de rotina e que
permite testar varias amostras simultaneamente (Flewett et al, 1989).

A EGPA representa um método diagnéstico com sensibilidade e especificidade

elevadas, possibilitando a caracterizacdo dos perfis genémicos de RV-A e a
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diferenciacdo entre os demais grupos, que apresentam padrdes eletroforéticos
atipicos (Pereira et al, 1983).

A reacdo em cadeia pela polimerase precedida de transcricdo reversa (RT-
PCR) representa um método de alta sensibilidade e especificidade, sendo aplicada
para genotipagem dos RV-A, pela utilizacdo de iniciadores de cadeia consensuais e
especificos que amplificam os genes que codificam para as proteinas VP4 e VP7
(Gouvéa et al, 1990; Gentsch et al, 1992; Das et al, 1994). Além destes, protocolos
de amplificacdo gendmica de outros segmentos ja foram descritos (lturriza-Gémara
et al, 2002; Gallimore et al, 2006). Mais recentemente, protocolos de PCR
quantitativo (QPCR) tém permitido a quantificagcdo da carga viral em especimens
clinicos (Min et al, 2006; Gutiérrez-Aguirre et al, 2008; Zheng et al, 2008).

1.2.2. Norovirus

O maior obstaculo para o diagnéstico laboratorial das infec¢cdes por NV tem
sido a auséncia de um sistema de cultivo celular e modelo animal para a replicacéo
viral (Duizer et al, 2004b). Consequentemente, a ME e a imunomicroscopia
eletrdnica (IME) foram as metodologias mais utilizadas para a deteccéo de particulas
de NV (Atmar & Estes, 2001).

EIE sdo faceis de serem realizados e ndo necessitam de equipamentos
sofisticados. Entretanto, a diversidade antigénica dos NV e 0s ensaios altamente
especificos requerem quantidades e qualidade suficientes de antigenos para
deteccdo de todos os genogrupos e gendtipos. Em funcédo da insuficiéncia destes
insumos, a viabilidade do teste para a deteccdo tem sido restringida (Moreno-
Espinosa et al, 2004; de Bruin et al, 2006).

Em funcdo da grande diversidade gendmica dos NV, diferentes iniciadores tém
sido desenhados para amplificacdo de distintas regides do genoma viral em
protocolos de RT-PCR, tais como regides da RpRd e a regido da juncédo da ORF1-
ORF2, que séo descritas como as mais conservadas do genoma (Ando et al, 1995;
Kobayashi et al, 2000; Beuret, 2003; Kageyama et al, 2003; La Rosa et al, 2007).
Outras regides do genoma também tem sido alvo de amplifica¢cdes, como a regido

codificadora da proteina VP1, por propiciarem a distincdo e a identificacdo dos
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genogrupos e genotipos dos NV (Atmar & Estes, 2001; Kojima et al, 2002; Vinjé et
al, 2004).

Recentemente, protocolos RT-PCR em tempo real, incluindo protocolos
multiplex, tém sido descritos, 0s quais sdo sensiveis e especificos, apresentam
baixa taxa de contaminacdo e quantificam a carga viral da amostra (Kageyama et al,
2003; Pang et al, 2005; Hoehne & Schreier, 2006; Trujillo et al, 2006).

1.2.3. Deteccdao de virus gastroentéricos em amostras ambientais

Para a investigagéo de virus em amostras ambientais, os métodos de deteccéo
viral devem estar associados a métodos de concentracdo capazes de recuperar 0s
virus disseminados no ambiente. Inicialmente, os métodos de concentracdo viral
foram associados a métodos de deteccao baseados em cultivo celular e os estudos
de virologia ambiental estavam restritos a pesquisa virus cultivaveis, como o0s
adenovirus (AdV) e enterovirus (Farrah et al, 1977, ljzerman et al, 1997; Griffin et al,
2003; Fong & Lipp, 2005).

A pesquisa de virus entéricos considerados fastidisosos ou que ndo dispdem
de um cultivo celular para replicacéo € recente e resultado dos avancos obtidos no
diagnéstico molecular destes virus, com a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
considerada atualmente uma metodologia adequada para detectacdo de virus em
ambientes aquéticos (Fong & Lipp, 2005). A PCR integrada a cultura celular (ICC-
PCR), metodologia que combina cultura celular e detec¢cdo molecular do &cido
nucléico viral, foi desenvolvida para detectar particulas virais viaveis e reduzir as
desvantagens inerentes das duas técnicas (Chung et al, 1996; Reynolds et al,1996;
Chapron et al, 2000; Ko et al 2003).

As técnicas de concentracdo viral podem estar baseadas no tamanho da
particula viral e na massa molecular relativamente alta dos virus, o que possibilita
concentra-los por métodos de ultrafiltragdo ou ultracentrifugacdo (Wyn-Jones &
Sellwood, 2001; Fong & Lipp, 2005; Garcia, 2006). Outras metodologias baseadas
nas propriedades fisico-quimicas da particula viral que conferem a capacidade de
adsorcdo em matrizes carregadas positiva ou negativamente (membranas, 1a e fibra

de vidro) com posterior eluicdo tém sido descritas (Sobsey & Glass, 1980; Vilagines
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et al, 1993; Gantzer et al, 1998; Queiroz et al, 2001; Katayama et al, 2002; Haramoto
et al, 2004, 2005; Albinana-Gimenez et al, 2006).

O método de adsorcdo-eluicdo utilizando membranas carregadas
positivamente tem sido amplamente utilizado para a recuperacéo viral em amostras
ambientais (Standard Methods, 1995; Mehnert et al, 1997; Queiroz et al, 2001; Fong
& Lipp, 2005). Entretanto, a utilizacdo do extrato de carne para eluicdo do
concentrado nestes métodos tem sido apontada como um fator inibidor da PCR,
principalmente apds reconcentracdo. Assim, protocolos envolvendo adsorcdo em
membranas carregadas negativamente com posterior eluicdo em solucdes
inorganicas (Katayama et al, 2002), como o utlizado neste estudo, tém se
apresentado como uma alternativa quando a deteccao viral € realizada por métodos
moleculares. Além disso, a etapa acida do protocolo permite a ligacdo dos virus a
membrana, assim como auxilia na remocdo de cations e outros inibidores. Em
adicdo, estas membranas apresentam maior eficiéncia na recuperagédo viral a partir
de 4gua do mar e em aguas com alta turbidez que as carregadas positivamente
(Lukasik et al, 2000; Katayama et al, 2002; Fong & Lipp, 2005).

Diversos estudos utilizando diferentes metodologias de concentracao
dem