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circulantes em moluscos bivalves e humanos no Nordeste brasileiro. 2020. Tese (Doutorado
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RESUMO

O norovirus (NoV) é o principal agente etiolégico de surtos de gastroenterites no mundo.
Estima-se que 15% dos surtos de NoV sdo causados por alimentos contaminados, dentre os
quais os moluscos bivalves tém especial importancia. Trata-se de um virus geneticamente
diverso e o monitoramento de sua distribuicdo e variabilidade genética é de extrema
importancia. O objetivo desse trabalho foi mapear, de maneira inédita, a distribuicdo do NoV
nos litorais Paraibano e Pernambucano, além de caracterizar molecularmente as cepas de NoV
circulantes na regido. Para isso, foram realizadas coletas de moluscos bivalves na Paraiba (PB)
e em Pernambuco (PE). Para o processamento, os moluscos foram lavados e tiveram a porc¢éo
correspondente ao diverticulo gastrico pesada e tratada com proteinase K 100ul/ml em igual
volume. Foram coletadas também amostras de fezes de humanos sabidamente acometidos com
NoV. O RNA foi extraido dessas amostras utilizando-se kit comercial e a detec¢do viral foi
realizada por uma nova RT-gPCR padronizada usando primers especificos. Para
sequenciamento, as amostras foram amplificadas por PCR convencional ap0s transcricdo
reversa, utilizando-se iniciadores desenhados nesse estudo. Foram coletados 1880 moluscos,
sendo 1000 mariscos, 560 ostras e 320 sururus. Apds processamento e extracdo, essas amostras
resultaram em 463 RNAs que foram submetidos a RT-qgPCR. Todas as amostras foram
negativas. Em relacdo as amostras de humanos, foram coletadas 21 amostras de pacientes
positivos para NoV, as quais foram sequenciadas usando Sequenciamento de Nova Geragéao
(NGS) ou Sanger. As caracteristicas clinicas desses pacientes também foram analisadas. O
gendtipo de NoV mais encontrado foi o GIl.Pe-Gll.4. A auséncia do virus em amostras de
moluscos ja foi relatada em outros paises. A epidemiologia molecular e os estudos de vigilancia
da diversidade genética dos NoV devem continuar para monitorar a emergéncia e prevaléncia
de novas cepas e estabelecer os padrdes de transmisséo.

Palavras chave: Bivalves. Norovirus. Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real.
Sequenciamento de Nucleotideos em Larga Escala.
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bivalve mollusks and humans in Northeast Brazil. 2020. Thesis (Doctorate in Biosciences
and Biotechnology in Health) —Aggeu Magalh&es Institute, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife,
2020.

ABSTRACT

Norovirus (NoV) is the main cause of gastroenteritis outbreaks in the world. It is estimated that
15% of NoV outbreaks are caused by contaminated food, of which bivalve mollusks are of
particular important because of their bioaccumulation capacity. NoV is a genetic diverse virus,
and surveillance of its distribution and variability is extremely important . The aim of this work
was to map, for the first time, the distribution of the NoV in the Paraiba (PB) and Pernambuco
(PE) coastal region and carry out the molecular characterization of NoV strains. For this,
bivalve mollusks were collected in PB and PE. For processing, the mollusks were washed and
had the portion corresponding to the gastric diverticulum dissected and weighted and then
treated with 100 pl/ml proteinase K in equal volume. Human samples from patients with
confirmed NoV infection were also collected. RNA from these samples was extracted and NoV
presence was detected by a new RT-gPCR standardized using specific primers. For sequencing,
samples were amplified through conventional PCR after reverse transcription, using primers
designed in this study. From all cities from PB and PE, 1880 mollusks were collected: 1000
shellfish, 560 oysters and 320 mussels. After processing and extraction, these samples resulted
in 463 RNAs that were submitted to RT-gPCR. All samples were negative. From human, 21
positive NoV samples were collected and sequenced by either Next Generation Sequencing
(NGS) or Sanger. Clinical features of the patients were also analyzed. The most prevalent
genotype was Gll.Pe-Gll.4. The absence of the virus in mollusk samples has been reported in
other countries. Molecular epidemiology and surveillance of NoV genetic diversity should
continue to monitor new strains emergence and prevalence, and also establish transmission
patterns.

Key words: Bivalves. Norovirus. Real-time polymerase chain reaction. High-Throughput
Nucleotide Sequencing.
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1 INTRODUCAO

O Norovirus (NoV) € o principal agente causador de surtos de gastroenterites no mundo
(BALDRIDGE et al., 2016). Estima-se que, anualmente, a infeccdo por NoV resulte em 685
milhdes de casos e 200.000 mortes mundialmente, com um impacto de 60 bilhGes de dblares
na economia (LI et al., 2017; XIAO et al., 2017). Sabe-se que a introducdo da vacina contra
rotavirus tornou 0 NoV um agente de ainda maior impacto nos casos de diarreia no mundo. O
Brasil foi o primeiro pais a introduzir a vacina contra rotavirus no calendario universal de
imunizacao dos bebés nascidos anualmente. Isso tem feito com que 0s NoV se tornem de 21,4%
a 35% mais frequentes que o rotavirus (FERRADOR, 2016; NAKAGOMI et al., 2008). Com
a implementacdo da vacina para o rotavirus, o0 NoV tem assumido o posto de agente etiologico
mais detectado nos casos de diarreias agudas virais no Brasil (DE ANDRADE et al., 2014;
FERREIRA et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008). No pais, entre 2000 e 2011, ocorreram cerca
de 33 milhdes de casos de diarreia notificados (MENEGUESSI et al., 2015). Em Pernambuco
(PE), somente no primeiro semestre de 2017, foram notificados 149.640 casos. O NoV foi o
virus mais detectado nas amostras de fezes dos pacientes doentes e o segundo principal agente
etiologico responsavel por essas infeccdes, isolado em 13,63% da amostras (LEITE, 2017).

Os NoVs séo extremamente contagiosos devido principalmente a necessidade de apenas
uma pequena dose viral para sua transmissao e a sua ampla diversidade genética, além de serem
extremamente resistentes ao ambiente e a agentes desinfectantes. Sdo transmitidos pela via
fecal-oral e vomito-oral: de pessoa para pessoa, através de agua ou alimentos contaminados e
através de fomites ambientais. O maior fator de risco para transmissao da doenca é o contato
com uma pessoa infectada (LOPMAN, 2015; MOORE et al., 2015). Os sintomas mais comuns
da gastroenterite causada por norovirus sdo: diarreia, vomito, nauseas, dor estomacal e, menos
frequentemente, febre, dor de cabeca e dores no corpo. Esses sintomas sdo desenvolvidos
geralmente apds 12 a 48 horas de exposicdo ao virus e se resolvem de um a trés dias (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2016).

Estima-se que 15% dos surtos de NoV sdo causados por alimentos contaminados
(LOPMAN, 2015). Essa forma de transmissdo pode se dar através de pessoas infectadas que
manuseiam os alimentos ou diretamente de alimentos contaminados. A transmissao atraves da
agua também é possivel (CARDEMIL et al., 2017). Alguns estudos tém relatado a presenca de
NoV e outros virus, como o da virus da hepatite A (HAV), em moluscos bivalves (MATHIJS
et al., 2012). O NoV pode contaminar dguas marinhas através do descarte de esgoto da

populacdo e permanecer no ambiente marinho por varios dias. Os moluscos bivalves sdo
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conhecidos pela sua capacidade de bioacumulagdo, sendo organismos filtradores dos
componentes do ambiente em que vivem (HASSARD et al., 2017). Assim, esses invertebrados
provenientes de areas contaminadas podem funcionar como fonte de infeccdo aos
consumidores, principalmente se consumidos crus ou minimamente processados. Além disso,
servem como organismos sentinelas para identificacdo do NoV.

Existem alguns métodos diagndsticos que permitem a detec¢do do NoV e que vém sendo
aprimorados desde sua descoberta. O método ideal para estudos virais e desenvolvimento de
drogas seria o isolamento viral. Entretanto, a auséncia de um sistema de cultivo celular
confidvel e reprodutivel para os NoV humanos (HuNoVs) ainda impossibilita, em parte, o
avanco cientifico acerca de alguns pontos sobre essa virose (COTTON et al., 2017). Apesar do
desenvolvimento recente de sistemas para isolamento do virus (ETTAYEBI et al., 2016;
JONES et al., 2014), melhorias a fim de facilitar seu uso e aumentar as reprodutibilidades ainda
deverdo ser feitas para permitir sua utilizacdo pela comunidade cientifica, facilitando novas
descobertas (BARTNICKI et al., 2017). Uma alternativa para deteccdo do NoV — usada em
varias unidades de saude — é o ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA — Enzyme-linked
immunosorbent assay), que permite a detec¢do de antigenos (Ags) dos NoV Gl e GIl em
amostras de fezes. Entretanto as opc¢des disponiveis no mercado tém grande variacdo nos
valores de sensibilidade e especificidade, o que pode resultar em alguns resultados néo
confiaveis que precisam ser confirmados por metodologias mais sensiveis, como testes de
amplificacdo de acido nucleico (ROBILOTTI et al., 2015).

O advento de técnicas moleculares e sua utilizacdo para deteccdo dos NoV permitiram
um grande avango nos estudos sobre sua biologia e epidemiologia (MORILLO;
TIMENETSKY, 2011). A transcri¢do reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (RT-qPCR) é uma metodologia molecular vantajosa para diagndstico do NoV e vem
sendo utilizada como padrdo ouro por apresentar diversas vantagens quando comparada a RT-
PCR convencional (CARDEMIL et al., 2017; RUPPROM et al., 2017). A utilizagcdo dessa
técnica permite uma deteccdo rapida, sensivel e reprodutivel do virus. Além da deteccdo viral,
o conhecimento de seu genoma é de extrema importancia, principalmente por ser extremamente
diverso geneticamente. Com a descoberta e publicacdo da técnica de sequenciamento
(SANGER et al., 1977), a busca por sequéncias virais cada vez mais detalhadas vem
aumentando e se aprimorando. Essa descoberta vem permitindo um maior conhecimento acerca
do NoV. Um dos aprimoramentos da referida técnica, o sequenciamento de nova geragéo
(NGS), vem revolucionando a epidemiologia molecular, alterando a compreensdo sobre a

biologia viral e causando profundos impactos para a saude publica. Comparado ao método
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tradicional de Sanger, o NGS tem capacidade muito maior de sequenciamento e com um custo
reduzido (GRADA; WEINBRECHT, 2013). Os resultados obtidos através da unido da RT-
gPCR para deteccdo de NoV em moluscos bivalves com o sequenciamento e 0 NGS podem
fornecer dados acerca da epidemiologia e distribuicdo desse virus pelo Estado de PE e da PB,
avaliando a contaminacdo ambiental. Além disso, esse projeto também visou caracterizar
molecularmente as cepas distribuidas no Estado de PE em amostras de humanos (fezes), para
aumentar a contribuicdo para o conhecimento do NoV, das cepas circulantes e de sua
distribuicdo na populacdo pernambucana.

Assim, o objetivo principal deste projeto foi tracar, de maneira inédita e inovadora, o
perfil epidemioldgico e molecular da contaminacdo por NoV nas principais espécies de
moluscos bivalves exploradas nos Estados de PE e da PB, bem como em amostras de fezes de
humanos previamente diagnosticados em PE. Com isso, espera-se implantar uma metodologia
para deteccdo rapida, fornecer sequéncias que podem funcionar como subsidios indispensaveis
para o desenvolvimento de novas vacinas e antivirais e auxiliar na implantacdo de programas

de vigilancia sanitaria e ambiental voltados ao controle dessa importante virose.
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2 REFERENCIAL TEORICO CONCEITUAL

Frente a grande importancia do NoV, torna-se essencial o estudo e conhecimento de
diversos aspectos sobre esse patogeno. Os tdpicos a seguir serdo de extrema valia para o

entendimento desse agente causador de gastroenterites em todo o mundo.

2.1 HISTORICO

Em 1929, aconteceu o primeiro relato de uma doenca auto limitante caracterizada por
vOmito e diarreia que ocorria principalmente nos meses frios (ZAHORSKY, 1929). Pela
semelhanca da sintomatologia clinica, e caracteristicas de prevaléncia da doenca, acredita-se
gue essa tenha sido a primeira publicacdo acerca da norovirose, ainda gque, naquela época, ndo
se soubesse ao certo de que doenca exatamente se tratava e qual seria o agente etiol6gico
responsavel por ela.

S6 em 1972 o NoV viria a ser reportado pela primeira vez. Utilizando microscopia
eletronica, Kapikian et al. (1972) conseguiram identificar pequenas particulas, de 27-32

nandmetros (nm) de didmetro, semelhantes ao picorna ou parvovirus (Figura 1).

Figura 1 — Particulas do HuNoV visualizadas através de microscopia eletronica.

Fonte: Kapikian et al. (1972).

Nota: Aumento de 231500 vezes.

Legenda: Agregados virais observados apds experimentos diversos que envolviam a incubacao de um filtrado
de fezes soros de voluntarios ou PBS.
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Em 1968, na cidade de Norwalk, Ohio, houve um surto de gastroenterite aguda de
origem ndo bacteriana cujo agente etiolégico havia permanecido desconhecido até ent&o.
Kapikian et al. (1972) realizaram uma série de experimentos, onde voluntarios foram
submetidos a ingestao de filtrados de fezes de um individuo do referido surto de Norwalk. Os
soros convalescentes dos voluntérios infectados previamente funcionaram como fonte de
anticorpos (Ac) para visualizacdo dessas particulas virais através da interacdo Ag-Ac por
microscopia eletronica. Eles visualizaram particulas virais menores do que todos o0s virus
conhecidos na época. Esse virus causador do surto em 1968 ficou conhecido como Norwalk
virus e € a atual cepa protétipo do género Norovirus (KAPIKIAN, 2000).

A partir dai, outras cepas de referéncia de HuNoV foram descobertas, como por
exemplo, Hawaii virus (em 1977) (THORNHILL et al., 1977) e Snow Montain virus (em 1982)
(PERRY, 1978). No inicio das pesquisas envolvendo NoV, na auséncia de modelos animais e
celulares, os voluntarios humanos eram muito utilizados e muitas descobertas importantes
foram feitas dessa forma. Apesar de muito Util, essa forma de obter dados é cara, demorada e
requer aprovacoes éticas rigorosas (MOORE et al., 2015). Por isso, a utilizacdo de voluntarios
humanos para tais prop6sitos ja ndo ¢ mais tdo comum atualmente.

A clonagem molecular do Norwalk virus veio a acontecer em 1990, permitindo o
desenvolvimento de novas técnicas diagndsticas cada vez mais sensiveis e estudos sobre a
biologia molecular do virus (XI et al., 1990). Com o sequenciamento e determinacdo da
organizacdo gendmica desse virus, foi possivel observar que ele era muito similar a outros dois
calicivirus e, por isso, incluiram-no na familia Caliciviridae (JIANG et al., 1993). Os NoV
permaneceram por muito tempo ofuscados perante a importancia de outro agente causador de
diarreia aguda viral, o rotavirus. Entretanto, com o avanco das técnicas de biologia molecular,
foi possivel também demonstrar a associacdo do NoV como agente infeccioso de diversos
surtos, mostrando sua distribuicdo no mundo e as suas rotas de transmissdo. Assim, a
distribuicéo epidemiolégica do NoV passou a se tornar mais clara, e vem trazendo a real atengao
para esse agente (MATHIJS et al., 2012; MORILLO; TIMENETSKY, 2011).

A capacidade de cultivar os HUNoV in vitro permaneceu um mistério por mais de 40
anos. Em 2007, Guix et al. (2007) conseguiram promover um unico ciclo replicativo de HuNoV
em células de hepatoma humano Huh-7. Jones et al. (2014) conseguiram replicar esse virus em
células B, num sistema que requer, entretanto, a presenca de bactérias entéricas expressando 0s
Ags de grupo sanguineo. Diversos grupos de pesquisa continuam tentando desenvolver, até
hoje, novos métodos de isolamento viral para tornar a técnica mais aplicavel, reprodutivel e
simples de usar (ESTES et al., 2019; ETTAYEBI et al., 2016; QU et al., 2016).
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Com o passar dos anos, 0 NoV continua como um agente etioldgico de gastroenterites
que afeta diversos individuos em variados locais do mundo, principalmente como consequéncia
da globalizacdo (BRUGGINK et al., 2017; RANDAZZO et al., 2018). Até os dias atuais, esses
virus representam um grande problema de salde puablica, com taxas significativas de
morbidade, mortalidade e custos com os sistemas de saide (GAYTHORPE et al., 2017). Novas
tecnologias vém sendo desenvolvidas e a ciéncia do NoV néo para de buscar maneiras de

auxiliar na deteccdo viral, imunizacdo, no monitoramento epidemioldgico e tratamento.

2.2 NOROVIRUS

A seguir descrevemos um pouco a cerca da estrutura, classificacéo e replicacdo do NoV

nas células hospedeiras.

2.2.1 Classificagéo e organizagéo

O Norovirus é um género pertencente a familia Caliciviridae, que engloba também o0s
géneros Sapovirus, Nebovirus, Lagovirus e Vesivirus. Os géneros de maior importancia para os
seres humanos sdo Norovirus e Sapovirus, que causam gastroenterites agudas (GREEN, 2013).
O género Norovirus engloba 10 genogrupos (GI-GX) que coincidem com cada espécie que
infectam (CHHABRA et al.,, 2019). Trata-se de um grupo diversificado de virus nédo
envelopados com 27-30nm de diametro e simetria icosaédrica (LOPMAN, 2015).

O genoma dos norovirus consiste em um RNA de fita simples de polaridade positiva
com 7,4-7,7 kb. Ele é ligado covalentemente a proteina do genoma viral VPg na extremidade
5°, contendo 3 ORFs e uma cauda poli A na extremidade 3. A ORF1 codifica as seis ou sete
proteinas ndo estruturais: a proteina amino terminal (p48 ou NS1/NS2), a nucleosideo
trifosfatase (NTPase ou NS3), a proteina semelhante a 3A (p22 ou NS4), a proteina viral ligada
ao genoma (VVPg ou NS5), a proteinase (Pro ou NS6) e a RNA polimerase dependente de RNA
(Pol ou NS7). A ORF2 codifica a proteina estrutural viral maior VP1 e a ORF3 codifica a
proteina estrutural viral menor VP2 (LI et al., 2017; ROBILOTTI et al., 2015). As proteinas
codificadas pelo NoV e suas funcdes estdo descritas no Quadro 1. Alem do RNA do genoma
completo, os calicivirus possuem um RNA mensageiro (RNAm) subgenémico de
aproximadamente 2 Kb (SMERTINA et al., 2019). Esse RNA subgendmico é produzido
durante a replicacdo do NoV, se localiza co-terminalmente na extremidade 3’ do RNA

gendmico e atua como molde para a producdo de proteinas estruturais. Ele também € ligado
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covalentemente & VPg na extremidade 5’ e poliadenilado na extremidade 3°, similarmente ao
RNA genomico (Figura 2) (KARST, 2010).

Quadro 1 — Proteinas codificadas pelo NoV e suas funces.

Proteina Funcéo
NS1 e Desconhecida
e Inibicdo do transporte de proteinas do hospedeiro para a
superficie celular;
p48 ou NS2 e Envolvida na formagdo do complexo de replicacdo?

NTPase ou NS3 e Atividade de NTPase

e Inibigdo da secre¢do de proteinas do hospedeiro;
e Envolvida na formagdo do complexo de replicacdo?

p22 ou NS4

e Iniciadores na replicagéo viral;
VPg ou NS5 e Recrutamento de iniciadores da traducéo do hospedeiro
Pro ou NS6 e Clivagem da poliproteina da ORF 1

e Replicacdo do genoma viral;
Pol ou NS7 e Geracdo da VPg uridinada

e  Principal proteina estrutural;
VP1 e Papel ndo estrutural para alguns NoVs?

e Aumento da expressdo de VPl e estabilizacdo da
VP2 particula viral;

e Recrutamento do genoma para os virions?

Fonte: Adaptado de Karst (2010).

Figura 2 — Organizagao do genoma do norovirus.

RNA genomico ORF 1 ORF 2 ORF 3
 « YOAVAVAVAVAVIVAVAVAVAVAV sVAVAV s VAVAVAVAVAVAV AV AVARLIES
p48 NTPase p22 VPg Pro Pol VP1 VP2

VPg

s @S NG - AAAn 3
VP1 VP2
RNAm subgendémico

VPg

Fonte: Adaptada de Robilotti et al. (2015).

Legenda: Organizacdo genomica do norovirus e seu RNAm subgendémico mostrando suas extremidades 5’
covalentemente ligados a VPg (esfera preta), 3’ com cauda poliA, e suas 3 ORFs. A ORF1 codifica as 6
proteinas ndo estruturais: proteina amino terminal (p48 ou NS1/NS2), nucleosideo trifosfatase (NTPase ou
NS3), proteina semelhante a 3A (p22 ou NS4), proteina viral ligada ao genoma (VPg ou NS5), proteinase
(Pro ou NS6) e a RNA polimerase dependente de RNA (Pol ou NS7). A ORF2 codifica a proteina estrutural
viral maior VP1 e a ORF3 codifica a proteina estrutural viral menor VP2,
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Recentemente, em 2019, foi proposta uma atualizacdo acerca da classificacdo dos
genogrupos e genotipos dos NoV de acordo com as ORFs 1 e 2, reafirmando a sua alta
variabilidade genética. Em uma das classificacGes desse estudo, com base na proteina maior do
capsideo viral VP1, o género é dividido em 10 genogrupos, sendo GlI, GllI, GIV, GVIII e GIX
causadores de infeccdo em humanos (CHHABRA et al., 2019). Desses, os genogrupos Gl e Gl
sdo 0s mais comumente encontrados nas noroviroses humanas (VINJE, 2015). Na figura 3
podemos ver a divisdo dos 10 genogrupos (Gl a GX) de acordo com as espécies que mais
frequentemente infectam, além de mais dois géneros propostos (GNA1 e GNA2). Os NoVs sdo
conhecidos pela sua grande diversidade genética e circulam de maneira muito complexa na
comunidade mundial. Nos altimos 40 anos, somente o gen6tipo Gl1.4, o mais comum, evoluiu
e formou 7 clusters incluindo 14 variantes diferentes (BRUGGINK et al., 2017; MOTOYA et
al., 2017).

Figura 3 — Filogenia do norovirus.

G
Humanos

GV Roedores

Morcegos

Humanos @i

SNA2
Le&o marinho

CaniGn‘g Humanos 6! Humanos

GIV Canino
Humanos

Felino/Canino . INAL
Toninha do porto

Gi Bovino

Fonte: Adaptada de Chhabra et al. (2019).

Legenda: Arvore filogenética mostrando a organizagio dos genogrupos de NoV, que se baseiam na proteina
principal do capsideo viral - VP1. Os genogrupos variam conforme hospedeiro, apesar de alguns genogrupos
serem observados em mais de uma espécie.
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2.2.2 Ligacdo as células hospedeiras

A entrada do virus na célula é crucial para garantia do ciclo de replicativo viral e
determinante para o tropismo celular, a escolha de hospedeiros, patogénese e as interacbes com
o sistema imune (GRAZIANO et al., 2019). Para o sucesso da infec¢do por grande parte dos
microrganismos, incluindo os virus, a ligacao a glicanos da célula do hospedeiro é, usualmente,
0 passo mais critico. Dentre essas moléculas, os Ags do grupo sanguineo (HBGAS) sdo
considerados um dos mais importantes alvos para esse patdgeno. Esses Ags estdo presentes nas
mucosas, como a intestinal, e em suas camadas subjacentes. Sabe-se que 0s NoV se ligam aos
HBGAs, e que o reconhecimento dessas moléculas varia de acordo com a cepa viral
(HEGGELUND et al., 2017). A estrutura do capsideo viral com o dominio que se liga aos
HBGAs esta ilustrada na Figura 4. Os epitopos da proteina noroviral VP1, mais especificamente
do dominio P2, sdo extremamente importantes para ligacdo aos HBGAS e escape do sistema
imune do hospedeiro (BARCLAY et al., 2019).

Figura 4 — Estrutura do capsideo do norovirus.

180 moléculas (90 dimeros) de VP1

Pty o,
AT B

%
‘../,v o, _7(\,’ .7 -

Fonte: Adaptada de Glass et al. (2009).

Legenda: O capsideo de NoV contém 180 moléculas de VVP1, arranjadas na forma de dimeros. Cada dimero
¢ dividido em um dominio “concha” S (do inglés shell) e outro “protuberante” P (do inglés protruding), esse
Gltimo dividido em duas sub-regibes: P1 e P2. A regido altamente variavel do dominio P, P2, é responsavel
pelo reconhecimento dos HBGAS e esté destacada na figura como uma caixa retangular com linhas tracejadas.

Os HBGAs sdo os antigenos responsaveis pela ligacdo e patogénese dos HUNoV mais
estudados. Entretanto, existem outras moléculas capazes de desempenhar a mesma fungéo,
como os esfingolipidios (ou gangliosidios contendo acido sidlico) (ALMAND et al., 2017;
HAN et al., 2014). Como ja citado, diferentes cepas de NoV apresentam diferentes ligacfes aos

HBGAs. Além disso, acredita-se que os receptores especificos desses antigenos — que variam
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de acordo com o gendtipo sanguineo do individuo — também séo importantes para o sucesso da
ligagdo do virus a célula do hospedeiro. Isso explicaria porque alguns individuos sdao mais
susceptiveis a infeccdo que outros (PATEL et al., 2009). Com o passar dos anos, varias
mutacdes ocorreram no dominio P2, sugerindo um drift e uma evolucdo genética do NoV,
possivelmente forcadas pela imunidade da populacdo. Assim, podem haver, dentro de um
mesmo gendtipo viral, diversas variantes consolidando a circulagdo de um mesmo gendtipo na
populacdo, como é o caso do GIll.4 (GLASS et al., 2009; LINDESMITH et al., 2008;
MALLAGARAY et al., 2019). Esse € apenas mais um dos mecanismos que explicam a

patogénese do NoV e destacam sua importancia.
2.2.3 Entrada e replicacdo na célula hospedeira

Sabe-se que sais biliares e HBGASs sdo importantes mediadores da entrada do NoV nas
células hospedeiras, porém os mecanismos moleculares exatos utilizados por essas moléculas e
pelo virus ainda ndo é totalmente conhecido (GRAZIANO et al., 2019). Um modelo da entrada

do NoV, que ocorre através de endocitose, na célula esta ilustrado na Figura 5.

Figura 5 — Entrada do NoV na célula hospedeira.
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Fonte: Adaptada de Graziano et al. (2019).

Legenda: A primeira etapa para entrada do virus na célula é a ligagéo a superficie celular. Algumas moléculas
auxiliam nessa etapa, como os sais biliares, cations bivalentes, HBGAs e glicanos com terminacdo de acido
sidlico. A segunda etapa é a ligacdo a receptores. Por exemplo, 0 CD300If é uma proteina de membrana
contendo um dominio imunoglobulina (1g) é o receptor para 0 NoV murino. O receptor para 0 HUNoV ainda
é desconhecido. Ap6s ligacdo ao receptor, o virus é endocitado e, pelo menos para 0 NoV felino, a proteina
do capsideo viral VP2 forma um portal transmembrana que permite a liberacdo do genoma viral (vRNA na
figura) para o citosol.
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Apos liberacdo do material genético viral no citoplasma celular, dé-se inicio o processo
de replicacdo do seu genoma. Resumidamente, o RNA viral funciona como RNA mensageiro
no citosol e € traduzido pela maquinaria do hospedeiro. Algumas das proteinas recém traduzidas
interagem com a célula hospedeira para definicdo de sitios para replicacdo do genoma viral e
outras funcionam como enzimas que auxiliardo nessa replicacdo. Em seguida, as novas fitas de
RNA sintetizadas sdo ligadas covalentemente a VPg e empacotadas nos virions que serdo
liberados apoés lise celular. Isso ocorre de maneira rapida, apenas horas apds a infeccéo

(GREEN, 2013). Todos esse processo esta ilustrado na Figura 6.

Figura 6 — Replicacéo do NoV na célula hospedeira.
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Legenda: Apos entrada do NoV na célula hospedeira e liberagdo do seu genoma, o RNA viral é traduzido
apés interagdo da VPg 5’ terminal (tridngulo vermelho) e a maquinaria celular. Inicialmente é traduzida a
ORF1, poliproteina que em seguida é clivada pela protease viral NS6. O complexo de replicacdo é formado e
e replicacdo ocorre através de um intermediario de RNA negativo, onde 0 RNA gendmico e o subgenémico
sdo sintetizados pela RdRp (NS7), usando tanto 0 mecanismo de novo quanto dependente de VPg. Em seguida
h& montagem do virus na proteina do capsideo VP1 e saida da célula.
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2.3 EPIDEMIOLOGIA

O NoV é responsavel por 18% dos casos de diarreia no mundo. Estima-se que ele cause
cerca 685 milhGes de casos e 200.000 mortes anualmente (LOPMAN, 2015; XIAO et al., 2017).
O virus pode infectar pessoas de todas as idades, mas a incidéncia de gastroenterites € maior
em criancas pequenas (LOPMAN, 2015). A variedade de gendétipos, mutacdes e recombinacdes
garantem a permanéncia e difusdo desse virus na populacdo humana (VOLPINI et al., 2019).
O genogrupo GlI é o mais detectado em todo mundo (O'RYAN et al., 2017). Apesar do Gl1.4
continuar sendo o genotipo mais frequente, outros genotipos — com destaque para o0 GII1.17 —
vém sendo detectados em alguns casos ao redor do globo, sugerindo uma possivel substituicdo
da cepa circulante. Além disso, o proprio geno6tipo Gll.4 vem sofrendo diversas recombinacdes
gue o mantém circulante durante todos esses anos. Assim, 0s 6rgdos de politicas publicas de
salde precisam estar preparados em caso de aumento de atividade de novos genétipos (CHAN
etal., 2017; DE GRAAF et al., 2015; VOLPINI et al., 2019).

Na América Latina, os NoVs também sdo a principal causa de epidemias de
gastroenterites agudas (15% dos casos) e sdo responsaveis por um a cada seis internamentos
por diarreias agudas em criangas com menos de 5 anos. Os dados acerca da epidemiologia no
Brasil sdo escassos. Um dos estudos no pais mostrou prevaléncia de apenas 4% desse virus em
casos de surtos de diarreia aguda, divergindo bastante do Chile, por exemplo, com 45%
(O'RYAN et al., 2017). No Brasil, ndo ha um sistema de vigilancia epidemioldgica dos casos
de noroviroses. Assim, os dados epidemiol6gicos no pais sdo bem variaveis conforme diversos
fatores, como a populacédo estudada, area de estudo, temperatura do ambiente, etc.

Outro estudo avaliou a prevaléncia de NoV em surtos no Estado do Rio Grande do Sul
e observou que esse virus foi responsavel por quase 50% dos surtos avaliados em um periodo
de 8 anos. Nesse mesmo estudo, o gendétipo Gll.4 foi mais uma vez o mais encontrado (70%
dos casos), entretanto detectou-se pela primeira vez os genétipos G1.1, G11.13 e GI1.15 no Brasil
(DE ANDRADE et al., 2014). Reforca-se a necessidade de estudos epidemioldgicos ndo s6 da
prevaléncia como também da distribuicdo molecular das cepas de NoV no pais, afim de
promover melhor entendimento sobre esse virus e o desenvolvimento de estratégias de controle
de surtos e diminuicdo das hospitalizagdes sobretudo em grupos de risco. Ribeiro et al. (2008)
determinaram a prevaléncia de NoV e rotavirus em 68 criancas hospitalizadas no Estado do
Espirito Santo. Eles detectaram o NoV em cerca de 40% das amostras do estudo e apenas 20%

dessas amostras foram positivas para rotavirus, destacando a crescente importancia desse virus.
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Outro estudo, no Estado do Rio de Janeiro, testou 50 amostras de fezes para rotavirus,
norovirus, adenovirus e astrovirus e detectou o NoV em 66% delas (FERREIRA et al., 2008).

O Brasil foi o primeiro pais a incluir a vacina contra rotavirus no calendario de
imunizacdo das quase 4 milhdes de criancas nascidas anualmente, e isso tem trazido cada vez
mais destaque para 0 NoV (NAKAGOMI et al., 2008). O ndmero de casos esporadicos e surtos
de NoV chamam atencéo para a necessidade da implementagdo do diagndstico nas unidades de
salde brasileiras (FERREIRA et al., 2010).

Nos Estados de PE e PB poucos estudos foram feitos sobre as noroviroses, biologia do
virus, sua distribuicdo e prevaléncia. Nakagomi et al. (2008) avaliaram, durante o periodo de 1
ano, a prevaléncia de NoV em criangas com menos de 5 anos de idade provenientes de um
hospital em Recife-PE. Esses pacientes apresentavam diarreia e tiveram suas amostras testadas
por ELISA, onde foi possivel detectar o virus em 15% dos individuos. Em PE, o NoV tem muita
importancia no Estado, visto que, somente no primeiro semestre de 2017, ele foi isolado em
13,63% das amostras de fezes de pacientes com diarreias agudas, sendo o principal virus
causador de diarreia nesses pacientes (LEITE, 2017). Nao foram encontradas estatisticas nem
estudos epidemioldgicos sobre a distribuicdo de NoV na PB. Até 0 nosso conhecimento, ndo ha
nenhum outro projeto que envolva o estudo do NoV em moluscos e sua distribuigdo molecular

nem PE e nem na PB.

2.4 TRANSMISSAO E PREVENCAO

Devido aos niveis virais elevados e prolongados nas fezes, a disseminacéo de particulas
virais durante infec¢Oes assintomaticas e a elevada persisténcia no ambiente, 0 NoV é um virus
de facil transmissibilidade. O virus pode ser transmitido por multiplas rotas, porém a via pessoa-
pessoa (via fezes e vomito) predomina. Apesar da transmissdo zoondtica ainda ser pouco
conhecida, sabe-se que os NoVs podem infectar diversas espécies tanto de animais domésticos
quanto selvagens e que os HUNoV's poderiam até representar uma zoonose reversa, ao detectar
material genético viral dos referidos patdgenos humanos em amostras de animais de estimacao,
suinos, roedores, aves e etc. Entretanto, a transmissdo interespécies permanece incerta
(LOPMAN, 2015; MATHIJS et al., 2012; SOKEL; KALE, 2019; VILLABRUNA et al., 2019).

Apesar da via fecal-oral ser a mais comum, em muitos surtos a transmisséo se da por
agua ou alimento contaminados. A transmissao por alimento representa cerca de 15% dos casos
de noroviroses (LOPMAN, 2015; MATHIJS et al., 2012). Alguns chamam o NoV de perfeito

patogeno para transmissdo alimenticia. Uma grande parte das doengas transmitidas por
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alimentos ndo sdo de notificagdo compulsdria no Brasil, mesmo sendo um importante problema
de salde publica. Por isso, pouco se sabe sobre a distribuicdo de NoV em alimentos, sendo
esses dados provenientes, prevalentemente, de pesquisas desenvolvidas no pais (MERUSSI et
al., 2012).

Apesar de ndo conseguir se multiplicar em alimentos e no ambiente, o virus tem a
capacidade de persistir por muito tempo (MOORE et al., 2015). Dentre os alimentos que
participam da transmissdo de NoV, pode-se destacar os moluscos bivalves, que tém a
capacidade de bioacumulacdo de microrganismos, incluindo os virus, presentes no ambiente
marinho em que vivem (HASSARD et al., 2017).

Ac0es para evitar a transmissdo séo a melhor forma de prevencdo (CARDEMIL et al.,
2017). A implantacdo de medidas bésicas de controle de infeccdo usualmente é suficiente para
diminuir o ciclo de transmissdo: isolamento dos doentes, melhora da higienizacdo das maos e
do ambiente, etc. Entretanto, estratégias de controle variadas, abrangendo todas as formas de
transmisséo, sdo extremamente importantes para uma maior regulacdo da disseminacéo viral
(GAYTHORPE et al., 2017; MARSH et al., 2017). Devido as noroviroses serem doencas
normalmente auto limitantes, aces diagnosticas e preventivas as vezes ndo sao priorizadas

pelos governantes, favorecendo a alta disseminacao do virus (INNS et al., 2017).

2.4.1 Transmissao via moluscos bivalves

Doencas transmitidas por frutos do mar contaminados, mais precisamente por moluscos
bivalves, sdo um grande problema de saude publica em todo 0 mundo. O NoV é considerado
um patdgeno de grande preocupacédo dentre os transmitidos por esse tipo de alimentacédo, sendo
o0 principal agente encontrado em diversos surtos envolvendo ostras (ALFANO-SOBSEY et
al., 2012; ELBASHIR et al., 2018). Esse virus representa um risco ndo sé para a saide humana,
mas também para a industria alimenticia mundial. A contaminacdo de moluscos por NoV esta
relacionada a diversos fatores ambientais que vao além do despejo de esgoto: baixa radiacéo
solar, baixa temperatura da agua, maré baixa, baixa salinidade, chuvas e ventos fortes
(CHENAR; DENG, 2018).

O NoV consegue se manter no ambiente marinho por véarios dias. A existéncia de
conhecimentos limitados acerca da inativacdo do virus em moluscos e no ambiente dificulta
ainda mais a avaliagéo de risco de infecgéo e o estabelecimento de condigdes ideais de consumo.
Apesar do NoV na maioria das vezes ser inativado pelo calor, as ostras (que normalmente sdo

consumidas cruas) representam o maior percentual de moluscos bivalves envolvidos em surtos
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de gastroenterites causadas por esse virus. Além disso, alguns tém relatado que a depuracdo das
ostras ndo € suficiente para a completa eliminagdo do virus (HASSARD et al., 2017; LE
MENNEC et al., 2017). A depuracao € um processo gue ocorre em tanques com capacidade de
recirculacdo de adgua que visa eliminar patdgenos dos tecidos de moluscos, ao fornecer agua
livre de contaminantes para que esses animais a filtrem. O NoV tem demonstrado capacidade
de persistir em moluscos mesmo apds depuracdo (GARCIA et al., 2015; RAZAFIMAHEFA et
al., 2019).

No litoral de PE encontram-se varios estuarios naturais com grandes quantidades de
moluscos bivalves, sendo a ostreicultura uma atividade que € renda e emprego para diversas
pessoas (LAVANDER et al., 2007). No Estado da PB, os moluscos representam um dos
recursos mais explorados pelas comunidades humanas que vivem em areas préximas aos
manguezais. Essas comunidades sdo, normalmente, extremamente pobres e vivem em areas
onde o saneamento béasico € inexistente e os dejetos produzidos por essas comunidades
ribeirinhas sdo despejados diretamente no ambiente aquético. Isso compromete o sistema
estuario-manguezal e coloca em risco 0 meio ambiente e a qualidade microbiolédgica dos
moluscos coletados na area (NISHIDA et al., 2008).

Assim, a deteccdo viral nesse animais € importante como pardmetro adicional na
avaliacdo da qualidade da &gua, que usualmente é feita baseada apenas na deteccdo de
coliformes fecais, os quais indicam contaminacgdo apenas por bactérias. 1sso pode mascarar a

real situacdo ambiental da dgua e alimentos consumidos pela populacdo (VIEIRA et al., 2012).

2.5 DOENCA

O periodo de incubacao do virus dura de 24 a 48h. Apoés esse periodo, a doenca se instala
e 0s sintomas mais comumente apresentados sdo vomito, diarreia ndo sanguinolenta, nauseas,
célicas abdominais e febre baixa. Algumas pessoas apresentam apenas vomito ou diarreia. Em
individuos saudaveis os sintomas geralmente duram dois dias e a doenga € auto limitante na
maioria dos pacientes. A maior parte dos surtos ocorre em comunidades semifechadas como
asilos, escolas, hospitais e cruzeiros (VINJE, 2015). Estima-se que um individuo saudavel
residente nos Estados Unidos da América (EUA) desenvolva infec¢bes por NoV cinco vezes
em sua vida (BARTNICKI et al., 2017). Observa-se, assim, que apesar de ser auto limitante,
trata-se de uma virose de extrema importancia e com capacidade de causar impactos na vida
dos pacientes, além do impacto econdmico no pais. Em criancas, 0 NoV tem ganhado destaque

com sintomas e gravidade semelhantes ao do rotavirus (RIERA-MONTES et al., 2017). A
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diarreia em criangas, sobretudo menores de cinco anos, € um grande problema de morbidade e
mortalidade em todo o mundo. Nesse grupo, observa-se episodios graves de vomito, as vezes
ainda mais frequente que a diarreia. Além das criancas, em idosos também ha uma maior
incidéncia de doenca grave (LOPMAN, 2015; RIBEIRO et al., 2008). Em pacientes
imunocomprometidos também se observa uma doenga que pode ser mais severa e longa, com
excrecdo viral persistente em alguns individuos (ROBILOTTI et al., 2015). Em adultos
saudaveis complicacdes sdo mais raras, entretanto ja foram relatados sintomas neurologicos,
colite isquémica, constipacdo, etc. Essas complicacdes podem levar a sintomatologia
prolongada e até morte (CARDEMIL et al., 2017).

O manejo terapéutico usualmente é de suporte e alivio dos sintomas (ROBILOTTI et
al., 2015). Apesar dos esfor¢os e progressos da ciéncia, ainda ndo hé terapia antiviral especifica
disponivel para gastroenterites causadas por NoV. Também ndo ha vacina disponivel no
mercado, entretanto existem algumas vacinas candidatas em fases diferentes de
desenvolvimento e novas descobertas sao feitas a cada dia (AZIM et al., 2019; CARDEMIL et
al., 2017; CORTES-PENFIELD et al., 2017; LINDESMITH et al., 2019). Pela auséncia de
tratamento, altos custos e indisponibilidade de Kits diagnosticos, alguns paises menos
desenvolvidos ndo realizam o diagnéstico de NoV. Essa situacdo precisa mudar, visto que o
virus é altamente contagioso e tdo grave quanto rotavirus (KU et al., 2014).

2.6 DETECCAO VIRAL E DIAGNOSTICO

Devido ao nimero crescente de casos e ao NoV estar se tornando um problema cada vez
mais sério de salde publica, um diagndstico laboratorial rapido € essencial para permitir a
correta implementacdo de medidas de controle especificas afim de reduzir a disseminacdo do
virus e gravidade dos surtos (VINJE, 2015). O NoV era um virus muito dificil de ser detectado
no passado, mas com os avangos tecnoldgicos, sobretudo no campo da biologia molecular, e a
recente descoberta de métodos preliminares de isolamento viral, portas tém se aberto para o
descobrimento de véarios aspectos desse patdgeno, permitindo a prevencdo da infecgéo,
tratamento e controle da doenca (BARTNICKI et al., 2017; ETTAYEBI et al., 2016; JONES
etal., 2014).

2.6.1 Isolamento viral
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Um sistema de cultivo in vitro é essencial para o estudo da interacéo entre 0 NoV e o
hospedeiro, permitindo determinar como prevenir a transmissdo, melhorar a seguranca
alimenticia, desenvolver novas metodologias diagnosticas, vacinas e tratar a doenga. Permite
também avancos nas pesquisas envolvendo a evolucdo, imunidade e patogénese NoVs. Tentou-
se, por mais de 40 anos, cultivar, sem sucesso, 0 HuNoV. Até que Guix et al. (2007)
conseguiram promover um unico ciclo replicativo com montagem e liberagdo da particula viral
em células de mamiferos.

Jones et al. (2014) descreveram pela primeira vez o cultivo celular propriamente dito de
HuNov. Trata-se de um sistema envolvendo células B, que requer bactérias entéricas
expressando HBGAs. Por ndo ser um sistema téo aplicavel e de facil implementagdo, estudos
continuam sendo feitos para aprimorar o isolamento viral. Recentemente, Ettayebi et al. (2016)
descreveram o cultivo de cepas de HUNoV em enterdcitos derivados de células-tronco, com a
bile sendo essencial para a replicacdo viral. Entretanto, a auséncia da expressao dos Ags do
grupo sanguineo em células intestinais diminui e dificulta a replicacdo do virus. Além disso,
estudos futuros ainda devem ser realizados para determinar quais componentes da bile
exatamente promovem a replicacdo. Qu et al. (2016) descreveram um sistema de isolamento
viral onde foi observada a expressdo de proteinas tanto estruturais quanto ndo estruturais,
levando a conclusdo de que era possivel ndo sé a replicacdo de HuNoVs como também a
montagem e liberagdo da particula viral. Entretanto, os autores destacaram que 0s sistemas
apresentados no estudo nao eram totalmente capazes de representar o ciclo replicativo completo
do NoV.

Novos sistemas vém sendo descritos a cada dia, como podemos observar em Dycke et
al. (2019) e em Sato et al. (2019): o primeiro estabeleceu um método de cultivo de HUNoV em
larvas de peixe zebra e 0 segundo em células-tronco pluripotentes derivadas de células epiteliais
intestinais. Isso aumenta a esperanca de estabelecimento de uma metodologia reprodutivel e
aplicavel para isolamento do NoV. Mas, apesar de esses estudos serem promissores, percebe-
se que o isolamento do HuNoV ainda ndo é 100% possivel e que muito ainda deve ser
aprimorado para que essa metodologia esteja disponivel para diagnéstico nos laboratérios do
mundo. Inimeros desafios ainda permanecem nédo solucionados para 0 um sistema de cultivo

para esse virus (Estes et al., 2019).

2.6.2 Métodos imunologicos
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O ELISA foi desenvolvido nos anos 70 com o objetivo de simplificar a técnica
imunoldgica existente na época, que utilizava radiacdo para marcar Ags. A marcacdo de Ag
com enzimas ndo s6 € mais facil, como também mais segura e estavel (ENGVALL,;
PERLMANN, 1971). Essa técnica consiste basicamente na fixacdo de um Ac ou Ag em uma
fase solida (normalmente uma placa de 96 poc¢os). Apds a adicdo da amostra, que podera se
ligar a esse Ag ou Ac, um reagente ligado a uma enzima se liga a esse complexo Ag-Ac que é
revelado com a adicao do substrato da enzima mais um cromogeno. A reacdo sera observada
colorimetricamente, e seus resultados séo analisados através de absorbéancias medidas com
espectrofotometros (CAVALVANTI et al., 2008).

A diversidade genética do NoV é um grande desafio para o desenvolvimento de um
ELISA mais sensivel e especifico, entretanto existem varios Kits para deteccdo do virus em
amostras de fezes disponiveis no mercado que facilitam estudos epidemioldgicos de larga
escala. Por sua baixa sensibilidade, que esta relacionada ao gendtipo circulante em determinada
populagdo, amostras de surtos negativas no ELISA devem ser confirmadas por RT-PCR
(LOPMAN, 2015; NAKAGOMI et al., 2008; PATEL et al., 2009).

2.6.3 Métodos moleculares

O desenvolvimento de métodos moleculares permitiu grande evolugdo no estudo dos

NoVs, como descrito a seguir.

2.6.3.1 PCR e PCR em tempo real

A PCR foi desenvolvida por Kary Mullis e colaboradores nos anos 80 e desde entdo
vem sendo amplamente utilizada para diversos propositos como, por exemplo, clonagem,
engenharia genética, sequenciamento, detec¢do de diversos patdgenos e etc. A PCR é um
sistema de amplificagcdo exponencial do &cido desoxirribonucleico (DNA) que utiliza dois
iniciadores (primers) especificos que se anelam ao DNA alvo, desoxirribonucleotideos
fosfatados (ANTPs), uma polimerase resistente ao calor e i6ns de magnésio em um tampao. Ela
simula in vitro a habilidade natural da replicacdo do DNA. A reagdo ocorre em ciclos de
diferentes temperaturas. Inicialmente a mistura é incubada em alta temperatura (em torno de
95°C), a fim de separar e desenrolar a dupla fita do DNA. Em seguida, diminui-se a temperatura

para que os primers se anelem na fita molde de DNA e finalmente ajusta-se a temperatura para
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72°C para promover a extenséo do novo DNA pela polimerase com a incorporagdo dos dNTPs
(CAVALVANTI et al., 2008; Kubista et al., 2006).

No caso de patdgenos cujo material genético é o RNA, como o NoV, a PCR deve antes
ser precedida de uma reacdo de RT, a fim de que esse RNA seja transcrito reversamente em um
DNA complementar (cDNA), que sera usado como molde na PCR. Com o desenvolvimento de
testes moleculares para fins diagndsticos, infecgdes virais, sobretudo as causadas pelo NoV,
tém ganhado reconhecimento (HAMER, 2018).

O diagndstico e a identificacdo rapidos da causa de um surto € a chave para controle da
infeccdo viral, sendo as técnicas moleculares perfeitamente indicadas para esse fim. Diversos
protocolos de RT-PCR convencional e em tempo real foram desenvolvidos para detecgédo do
NoV. Mas sabe-se que a RT-qPCR ¢é a técnica mais sensivel e especifica para o seu diagndstico
(LOPMAN, 2015; ROBILOTTI et al., 2015).

A RT-gqPCR é uma adaptacdo da PCR convencional, onde o material amplificado é
detectado em tempo real através da emissdo de fluorescéncia dos corantes ou sondas
fluorescentes utilizados na reacdo. Essa fluorescéncia pode ser detectada por filtros do
termociclador especifico e expressa na forma de gréfico através da utilizacdo de softwares. A
medida que a amplificagdo ocorre e a fluorescéncia aumenta, o gréafico vai sendo construido
correlacionado com os ciclos da reacdo. No final, uma linha é tragada paralelamente ao eixo
dos ciclos cruzando o gréfico na altura que se inicia a amplificagcdo exponencial do produto.
Essa linha serve para determinar o limite de deteccdo, separando a real amplificacdo dos
produtos inespecificos que usualmente aparecem no inicio da reacdo. Ela se chama threshold e
o ciclo da reacdo em que ela cruza a linha de amplificacdo do produto é chamado Cycle
threshold (Ct) e permite determinar a quantidade de ciclos necessérias para o inicio da
amplificacdo do alvo (CAVALVANTI et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2010).

Um tipico gréfico gerado durante a PCR em tempo real esta ilustrado na Figura 7.
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Figura 7 — Grafico gerado durante a amplificagdo na PCR em tempo real.
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Legenda: Figura ilustrando o gréfico gerado durante a PCR em tempo real. A linha de base separa o produto
amplificado de produtos inespecificos e produtos ndo amplificados como amostras negativas e controles
negativos. Ao cruzar a linha limiar de amplificacdo, temos uma amostra positiva, onde se observa a fase log,
que o produto dobra a cada ciclo, seguida da fase platd, onde ndo ha mais amplificacdo e aumento do
produto de PCR. Destaque para o Ct que € o ciclo da PCR que a amostra cruza a linha limiar ou threshold.

As tecnologias mais utilizadas na RT-gPCR séo o sistema TagMan® e SYBR® Green.
O sistema TagMan® usa sondas desenhadas especificamente para se anelarem ao alvo
molecular que se deseja amplificar. Essas sondas sdo marcadas com uma molécula emissora de
fluorescéncia (reporter ou flouréforo) e uma que absorve fluorescéncia (quenhcer), que ficam
em equilibrio até a sonda ser clivada pela polimerase durante a amplificacdo do DNA. Nesse
momento, a fluorescéncia é emitida e capturada pelo equipamento. J4 a SYBR® Green é uma
molécula que se liga a qualquer fita dupla de DNA e, apés ligacao, emite fluorescéncia verde
quando excitada pela luz do sistema 6tico do termociclador. Sendo assim, a medida que ha
amplificacdo do produto, ela se intercala a dupla fita do DNA recém sintetizado e emite
fluorescéncia, que é detectada pelo aparelho. Esse Gltimo sistema, além de ser mais barato e
facil de usar, aumenta as chances de deteccdo de microrganismos com grande diversidade
genética, como € o caso do NoV, por ndo ser tdo especifico (NOVAIS et al., 2004). A RT-
gPCR utilizando a tecnologia SYBR® Green &, portanto, uma tecnologia rapida, reprodutivel
e sensivel pera a deteccdo do NoV. Uma comparagdo grafica dessas duas tecnologias esta

ilustrada na Figura 8.
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Figura 8 — Principais metodologias utilizadas na PCR em tempo real.
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Fonte: GenomicTree (2019).

Legenda: Esquema demonstrando as principais metodologias utilizadas para amplificacdo e deteccéo do
produto na PCR em tempo real. (A) Pelo sistema SYBR Green. A molécula de SYBR Green (F) se intercala
da dupla fita de DNA recém sintetizada emitindo fluorescéncia. (B) Sistema TagMan. A sonda TagMan é
desenhada para se anelar especificamente ao alvo, e se liga mantendo equilibrio das suas moléculas
emissora (F) e receptora (Q) de fluorescéncia. A medida que ocorre amplificagio do DNA, ela é lisada e
emite a fluorescéncia que sera detectada pelo termociclador.

2.6.3.2 Sequenciamento e Sequenciamento de Nova Geragao

O NoV tem mostrado sua importancia no mundo todo, sobretudo no que se refere a sua
resisténcia e capacidade de permanecer no ambiente. Acompanhar a epidemiologia desse virus
é muito importante para um melhor monitoramento genético dos gendtipos circulantes, estudos
relacionados a patogénese viral, evolucdo epidemiolégica de novas cepas circulantes,
desenvolvimento de vacinas, etc (DE GRAAF et al., 2015).

O sequenciamento genémico é uma metodologia utilizada para determinar a sequéncia
correta de nucleotideos em uma molécula de DNA ou RNA, permitindo o conhecimento das
informagdes genéticas contidas nas amostras sequenciadas (FIETTO; MACIEL, 2015). O
primeiro sequenciamento de um genoma completo foi publicado ha mais de 40 anos por
Frederick Sanger (GARRIDO-CARDENAS et al., 2017; SANGER et al., 1977). Além de
Sanger, Maxam e Walter Gilbert também desenvolveram, em 1977, uma técnica de
sequenciamento baseada em hidrélise quimica (MAXAM; GILBERT, 1977).
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O sequenciamento de DNA se baseia na utilizacdo de didesoxiribonucleotideos
(ddNTPs), que sdo nucleotideos modificados que ndo possuem o grupo OH livre do carbono 3’
da pentose e funcionam como terminadores da sintese de DNA. Cada ddNTP é marcado com
um fluoréforo de cor diferente, que tera fluorescéncia detectada pelo sequenciador. A auséncia
de grupamento OH faz com que a polimerase pare a adi¢do de novos nucleotideos no DNA ao
encontrar um ddNTP, pois os dNTPs sdo incapazes de se ligar na auséncia da hidroxila livre na
posic¢do 3’ (FIETTO; MACIEL, 2015; GARRIDO-CARDENAS et al., 2017).

Desde o estabelecimento do sequenciamento, a técnica, inicialmente manual e com
capacidade de sequenciar poucos kilobases (Kb), evoluiu para um sequenciamento bem mais
robusto, seguro, de genomas completos em paralelo e em intervalos de tempo menores
(FIETTO; MACIEL, 2015). Novas tecnologias, como 0 sequenciamento de nova geracao
(NGS), podem ser muito uteis nas descobertas sobre o NoV, no estabelecimento de novas
espécies infectadas pelo virus, por exemplo (GREEN, 2013). Desde a primeira metodologia de
NGS proposta pela Roche, o sequenciador 454, em 2005, vérias novas tecnologias foram
desenvolvidas. Podemos citar, como exemplos, 0 método Polony (método de amplificacdo por
emulsdo) utilizando o sequenciador SOLID da Applied Biosystems e 0 método de amplificacdo
em ponte utilizando o Genome Analyses da Illumina (FIETTO; MACIEL, 2015).

O NGS, comparado ao método tradicional de Sanger, tem capacidade muito maior de
sequenciamento com custo reduzido. O funcionamento do NGS se divide basicamente em trés
etapas, ilustradas na Figura 9: (1) preparo da biblioteca, (2) sequenciamento e (3) geracdo de
imagem e analise dos dados obtidos. A primeira etapa consiste na fragmentacdo do &cido
nucleico previamente amplificado e ligacdo desses fragmentos a adaptadores formando a
biblioteca para sequenciamento que, em seguida, é amplificada. Na segunda etapa, a biblioteca
amplificada serve como molde para sintese de novos fragmentos de DNA e a medida que o0s
nucleotideos incorporam no novo DNA sintetizado, eles sdo gravados na plataforma de
sequenciamento como a sequéncia do alvo. Uma vez que a reacdo acaba, os dados gravados
precisam passar por uma série de analises, culminando a terceira etapa. Nela, os dados passam
por uma triagem eliminando as sequéncias dos adaptadores e leituras de baixa qualidade. Uma
vez que os dados de melhor qualidade estdo selecionados, eles podem ser alinhados com
sequéncias modelo disponiveis online e diversas analises podem ser realizadas com ferramentas
de bioinformatica disponiveis (GRADA; WEINBRECHT, 2013).
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Figura 9 — Etapas do sequenciamento de nova geragéo.
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Legenda: Fases do sequenciamento de nova geracdo demonstrando as plataformas lon torrent (esquerda) e
MiSeq (direita): preparo da amostra e da biblioteca, com a fragmentacdo do DNA e liga¢éo a adaptadores;

amplificacdo da biblioteca; sequenciamento e andlise dos dados obtidos.

O NGS é uma técnica confiavel e efetiva para monitoramento das doencas entéricas,

incluindo as noroviroses. Esse monitoramento é importante para o conhecimento e evolugéo do

manejo da doenca, e também para novas descobertas como o desenvolvimento de vacinas.

Entretanto, essa técnica deve ser cada vez mais aprimorada — reduzindo-se 0s custos, por

exemplo — para que ela possa ser mais facilmente aplicada (FISCHER et al., 2019). Enquanto

0 NGS ainda apresenta algumas dificuldades, o sequenciamento de Sanger continua sendo

muitas vezes utilizado para monitoramento da distribuicdo molecular de NoV. Mais detalhes

do NGS MiSeq na plataforma Illumina estdo ilustrados na Figura 10.
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Figura 10 — Sequenciamento de nova geragéo do Illumina.
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uma superficie solida, ocorrendo uma amplificacdo em forma de ponte e gerando aglomerados de DNA com
moléculas idénticas. A cada ciclo de amplificagdo, os quatro nucleotideos sdo acrescentados e a emissdo de
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Adaptador

Fragmento de DNA

>

Adaptador



GUARINES, K. M. Deteccao e caracterizagdo molecular de norovirus... 41

3 JUSTIFICATIVA

Os NoV sdo os principais agentes virais responsaveis por surtos de gastroenterite aguda
acometendo individuos de todas as faixas etarias em todo o mundo e séo altamente contagiosos
disseminando-se facilmente de pessoa para pessoa pela via fecal-oral, seja diretamente através
das maos, superficies ou aerossois, ou indiretamente atraves de alimentos. Em um estudo clinico
realizado em Recife/PE, Nakagomi et al. (2008) salientaram a importancia do NoV como causa
de diarreia grave em criancas, porém a fonte de infeccdo e as caracteristicas moleculares desses
virus ndo foram determinadas. Dentre os alimentos que estdo frequentemente associados aos
surtos de norovirose, destacam-se 0s moluscos bivalves por apresentarem habito alimentar
filtrador e capacidade de bioacumulacdo. Apesar de alguns estudos isolados terem caracterizado
0 impacto da infeccdo por NoV em populagdes humanas em diferentes regides do Brasil
(CAMPOS et al., 2008; Fioretti et al., 2014; RIBEIRO et al., 2008), poucos trabalhos
investigaram a presenca de NoV em moluscos bivalves. Nenhuma investigagdo dessa natureza
foi realizada em moluscos coletados no Estado de Pernambuco nem da Paraiba. A avaliacdo da
qualidade da agua, ndo s6 no Nordeste como em todo Brasil, usualmente utiliza a deteccéo de
coliformes fecais, 0s quais sdo indicadores de contaminagdo por bactérias como Escherichia
coli, mas ndo por virus. A deteccdo de virus em moluscos bivalves pode ser um parametro
adicional importante na analise da contaminacdo ambiental e qualidade da agua (VIEIRA et al.,
2012).

Além disso, o monitoramento e caracterizacdo molecular das cepas causadoras de
noroviroses circulantes no pais é essencial para melhores politicas de prevencdo, controle e
maior atencdo aos pacientes acometidos pelo NoV. Até nosso conhecimento, ndo had nenhum
estudo que sequenciou e caracterizou os gendétipos de NoV no estado de PE nem da PB,
demonstrando a necessidade desse tipo de estudo nas referidas localidades. Assim, o
sequenciamento dessas cepas, tanto pela metodologia de Sanger quanto NGS, é inédito nesses
estados e de grande utilidade. O uso do NGS para caracterizar NoV representa o “Estado da
Arte” na area. Espera-se que os resultados obtidos possam auxiliar os gestores publicos no
desenvolvimento de estratégias de controle para reduzir o risco para a saude publica de humanos
e para garantir a sustentabilidade da catacdo de moluscos na regido. Por ultimo, os resultados
desse trabalho serdo fundamentais para o estabelecimento de um banco gendmico de RNA
contendo sequéncias detalhadas sobre os NoV, contribuindo assim para a descoberta de fatores
de viruléncia, desenvolvimento de vacinas e estratégias de controle inovadoras, tal como RNA
de interferéncia (RNAI).



GUARINES, K. M. Deteccao e caracterizagdo molecular de norovirus... 42

4 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil epidemiolégico e molecular da contaminacdo por norovirus nas

principais espécies de moluscos bivalves exploradas e em humanos no Nordeste brasileiro

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

Desenvolver e validar um ensaio de RT-PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR)
para a detecgéo e quantificacdo de NoV em amostras teciduais de moluscos bivalves e
amostras de fezes de humanos;

Detectar e quantificar a presenca de NoV por RT-gPCR em ostra (Crassostrea
rhizophorae), sururu (Mytella guyanensis) e marisco (Anomalocardia brasiliana)
obtidas diretamente dos catadores de moluscos, comercializados por vendedores
ambulantes ou em Mercados Publicos no litorais pernambucano e paraibano;

Detectar a presenca de NoV por RT-gPCR em amostras de fezes de humanos coletadas
no Estado de PE;

Sequenciar os NoVs encontrados em bivalves e em fezes de humanos e caracteriza-los
filogeneticamente;

Criar um banco genémico contendo RNA noroviral extraido a partir de moluscos e fezes
e suas respectivas sequéncias e disponibiliza-los a comunidade cientifica para melhorar

nossa compreensao sobre os diversos aspectos da biologia dos NoV.
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5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

A seguir, sdo descritos os procedimentos metodoldgicos para execucao desse trabalho.

5.1 OBTENGCAO DOS MOLUSCOS BIVALVES

Incialmente serdo expostos 0s procedimentos para obtencdo das amostras de moluscos

bivalves em PE e na PB.

5.1.1 Area de estudo — Pernambuco

A area de estudo se baseou nos critérios de amostragem estabelecidos pelo Programa de
monitoramento da qualidade das praias de Pernambuco realizado pela Agéncia Estadual de
Meio Ambiente (CPRH) que conta com 47 pontos de amostragem distribuidos em 16

municipios litoraneos.

Figura 11 — Mapa do litoral Pernambucano.
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Fonte: Agéncia Estadual de Meio Ambiente — CPRH (2018).
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5.1.2 Area de estudo — Paraiba

O estudo foi realizado nos dois maiores estuarios do Estado da Paraiba: o Estuéario do
rio Mamanguape e Estuario do rio Paraiba do Norte. O primeiro estuario esta situado na parte
setentrional do litoral da Paraiba, a 80 quilémetros (km) da cidade de Jodo Pessoa, e possuli
aproximadamente 24 km de extensdo e uma largura méxima em torno de 2,5 km, nas
proximidades de sua desembocadura e engloba os municipios de Rio Tinto, Marcagéo, Lucena
e Baia da Traicdo. O segundo, o estuario do rio Paraiba do Norte, drena as cidades de Jodo

Pessoa, Bayeux e Santa Rita, e proximo a desembocadura, a cidade portuéria de Cabedelo.

5.1.3 Coleta dos moluscos e espécies estudadas

Nas areas de estudo mencionadas, foram obtidas as principais espécies de moluscos
bivalves explorados em PE e na PB: ostra (Crassostrea rhizophorae), sururu (Mytella
guyanensis), e marisco (Anomalocardia brasiliana), ilustrados, respectivamente, nas Figura 12,
13 e 14. As coletas em PE foram feitas de maneira padronizada, onde para cada area foram
coletadas 10 ostras e/ou 20 sururus. N&o foram coletados mariscos em PE pela auséncia desses
animais nas areas visitadas. Na PB, devido a dificuldade de obtencdo das amostras, as coletas
foram realizadas de acordo com a disponibilidade de moluscos em cada regido visitada. Apds
processamento e dissecacdo dos moluscos coletados conforme item 5.2, os seus tecidos foram
unidos, se necessario, de maneira que formassem por¢oes com 1-2 gramas (g).

Os moluscos foram obtidos in natura, ou seja, dentro da casca. Alguns moluscos
precisaram ser obtidos na forma de filé - quando ja eram pré-processados - forma coletada
exclusivamente na PB, devido as coletas realizadas em Mercados Publicos.

Os moluscos foram coletados durante os meses de inverno (junho-setembro), verao
(dezembro-marco) e outono (marco-junho), diretamente dos catadores que atuam em sitios de
coleta artesanal, de vendedores ambulantes que atuam nas praias e também nos mercados
publicos da cidade de Jodo Pessoa. As amostras de moluscos foram armazenadas em caixa
térmica sob refrigeragdo com gelo logo apds sua coleta, e transportadas para as dependéncias
do Departamento de Virologia do Instituto Aggeu Magalhées (IAM)-Fundagdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz)/PE para processamento. Durante a coleta, questionarios indicando algumas
informacdes sobre as amostras e os catadores foram preenchidos pelos desenvolvedores desse
estudo (Apéndice A).
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Figura 12 — Ostras coletadas no estudo.

Fonte: elaborada pela autora.
Legenda: Exemplo de algumas ostras coletadas e abordadas nesse estudo.

Figura 13 — Sururus coletados no estudo.

|

Legenda: Exemplo de alguns sururus coletados e abordados nesse estudo.
Fonte: elaborada pela autora.

Figura 14 — Mariscos coletados no estudo.

i N

Legenda: Exemplo de alguns mariscos coletados e abordados nesse estudo.
Fonte: elaborada pela autora.
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5.2 PROCESSAMENTO DOS MOLUSCOS

Quando obtidos in natura (na casca), a parte externa dos moluscos foi lavada
abundantemente com agua corrente e eles foram abertos com auxilio de uma pequena faca
pontiaguda. Quando em forma de filé, os moluscos foram separados individualmente para
dissecacdo em placa de Petri. Em seguida, com auxilio de pinca e bisturis, a porcdo
gastrointestinal correspondente ao estdmago e diverticulo digestivo (Figura 15) foi removida
por dissecacao e o restante foi descartado. As amostras teciduais foram pesadas e reunidas, se
necessario, de maneira a formar porcGes de 1 a 2g e foram processadas de acordo com
Jothikumar et al. (2005). Resumidamente, os tecidos foram pesados e adicionou-se um volume
igual de proteinase K 100 microgramas (ug)/mililitros (ml) para lise do tecido. Em seguida as
amostras foram incubadas a 37°C por 1 hora (h) com agitacédo de 320 rota¢6es por minuto (rpm).
Posteriormente, a mistura foi incubada a 65°C por 15 minutos (min) para inativar a proteinase
K e centrifugada a 3.000 x g por 5 min. As amostras foram armazenadas a 4°C até a extracdo
do RNA.

Figura 15 — Interior de uma ostra.
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Fonte: elaborada pela autora.
Legenda: Parte interna de uma das ostras do estudo, evidenciando (circulo branco) a porcéo tecidual dissecada
para processamento e posterior deteccdo dos NoVs.
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5.3 EXTRACAO DO RNA VIRAL

A extracdo do RNA viral foi realizada com o kit QIAmp® Viral RNA Mini kit (Qiagen,
EUA) a partir de 140ul do sobrenadante dos tecidos previamente processados, seguindo
recomendacdes do fabricante. O RNA foi eluido em um volume final de 60ul do buffer de
eluicéo (buffer AVE) fornecido pelo Kit.

5.4 SPIKE DE OSTRAS

Esse experimento serviu para avaliar a sensibilidade clinica da RT-gPCR padronizada
nesse estudo (item 5.10) e para descartar a possivel presenca de contaminantes nas amostras de
moluscos. Por¢des de 1g de ostras foram contaminadas artificialmente com uma curva de
diluicdo de fator 10 de uma amostra sabidamente positiva para NoV. De maneira resumida, uma
curva de diluicdo de 1:10 a 1:10000 foi realizada a partir de uma suspenséo fecal positiva para
NoV GII (concentragdo de 2,7x10* copias/ul) diluida em PBS 1X. Um volume de 100 pl de
cada ponto da curva foi adicionado as por¢des de 1g de diverticulo gastrico de ostra dissecado,

que foram processadas, em seguida, como descrito acima.

5.5 CONTROLES POSITIVOS

As amostras positivas para os genogrupos Gl e GII foram gentilmente cedidas pela
pesquisadora Marize Miagostovich, da FIOCRUZ/RJ, e pelo Laboratério Central de Salde
Publica “Dr Milton Bezerra Sobral” (LACEN)/PE, respectivamente.

O controle positivo para genogrupo Gl foi enviado para o0 IAM na forma de suspensao
fecal e teve seu material genético extraido diretamente conforme item 5.3. As amostras de fezes
cedidas pelo LACEN/PE (n=6) foram recebidas in natura e precisaram ser previamente diluidas
para posterior extragdo do RNA. Para diluicdo, as referidas amostras foram tratadas com tampé&o
fosfato-salino (PBS) 1X, de maneira a se obter uma solugéo 10%, em seguida vortexadas por
15 segundos (s) e entdo centrifugadas a 2000 x g por 15min.

O processamento das amostras de fezes seguiu o protocolo descrito por Jothikumar et
al. (2005).

Assim, posteriormente, 0 RNA foi extraido do sobrenadante obtido ap6s centrifugacao.
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5.6 TRANSCRICAO REVERSA

Os RNAs extraidos dos controles positivos foram transcritos reversamente com o
sistema ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega, EUA), utilizando 1ul de primer
reverso especifico na concentracdo de 10uM (para Gl ou GllI) (Quadro 2) para cada 4l de
RNA. Essa mistura foi realizada no gelo e incubada a 70°C por 5min. Em seguida, a mistura foi
incubada por mais 5 min no gelo e foi adicionado a cada tubo 15pul da reacdo contendo 4pl do
buffer, 5ul de cloreto de magnésio (MgClz), 1pl de dNTPs 5uM, 1pl da enzima transcriptase
reversa Improm Il e 4 de agua livre de nucleases e incubado a 25°C por 5min, 42°C por 1h e
70°C por 15min. O DNA complementar (cDNA) gerado foi utilizado como molde para a PCR

convencional.

5.7 PCR CONVENCIONAL

Para confirmar os genogrupos dos controles positivos, foram realizadas PCRs
convencionais da amostra da FIOCRUZ/RJ e das amostras do LACEN/PE, utilizando o0s
primers especificos descritos na Quadro 2. Para cada reacdo utilizou-se 12,5ul da GoTaq®
Green Master Mix (Promega, EUA), 1ul de cada primer especifico a 10uM, 8,5ul de agua livre
de nucleases e 2l de cDNA. As condi¢bes da PCR foram: 95°C por 2min; 35 ciclos de 95°C
por 30s, 50°C por 30s, 72°C por 1min e um ciclo de extensdo final a 72°C por 5min. Agua livre
de nucleases sempre foi utilizada como controle negativo.

Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1% separados por uma
corrente de 110 volts (V) por 30-40min. O produto gerado pelos primers especificos para Gl
tem 96 pares de base (pb) e o de GIlI tem 98pb. As bandas foram observadas por um

transiluminador de luz ultravioleta.

Quadro 2 — Primers utilizados no estudo para detec¢do de NoV Gl e GlI.

Primer Sequéncia Genogrupo Referéncia
JIV1F GCCATGTTC CGITGG ATG Gl Jothikumar et al. (2005)
JWVIR TCC TTAGAC GCC ATC ATCAT Gl Jothikumar et al. (2005)
JIV2F CAAGAG TCAATGTTT AGG TGG ATG AG Gll Jothikumar et al. (2005)

COG2R TCG ACGCCATCT TCATTC ACA Gll Kageyama et al. (2003)

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.8 CLONAGEM GENICA

Foram clonados fragmentos especificos dos NoV Gl (amostra da FIOCRUZ/RJ) e Gl
(uma das amostras do LACEN/PE). A estratégia para clonagem desses fragmentos foi
amplificar inicialmente as regides especificas que serviriam como alvo para clonagem com 0s
primers da Tabela 2. Para isso, foram realizadas duas PCRs convencionais (uma para cada
genogrupo) com trés tubos de reacdes de volume final de 50ul cada. Essas reacbes foram
processadas juntas ao final da PCR com o objetivo de aumentar a concentracdo dos produtos
gerados. Para cada reacdo foram adicionados 25ul da GoTag® Green Master Mix (Promega,
EUA), 2ul de cada primer especifico a 10uM e 17pl de agua livre de nucleases. Foi utilizado
um volume de 4l de cDNA de cada controle positivo por tubo de reacdo. As condi¢des da PCR
foram as mesmas descritas no item 5.6.

Em seguida, os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%. As
bandas geradas foram cortadas com bisturis estéreis, reunidas em microtubo de 1,5ml (3 bandas
do Gl e 3 bandas do GlI) e purificadas utilizando o Illlustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification kit (GE Healthcare Life Sciences, EUA), seguindo recomendac6es do fabricante.

A segunda etapa da estratégia de clonagem foi a ligagdo do alvo molecular purificado
ao vetor de clonagem. O DNA purificado foi dosado em espectofotometro e ligado ao vetor de
clonagem pGEM®-T Easy (Promega, EUA), nas proporcfes de 1:3 e 1:8 vetor:inserto,
conforme recomendacdes do fabricante. Apos a ligacdo, a etapa seguinte foi a transformacéo
bacteriana por eletroporacdo. Para isso, 5ul de cada ligacdo foram misturados gentilmente e no
gelo com 50ul de células bacterianas do tipo eletrocompetentes (Dh10B). Em seguida, as
misturas foram transferidas para cubetas e submetidas ao processo de eletroporacdo: 5 pulsos
de 2000V por 0,99s. Entdo, 950ul de meio SOC foi utilizado para remover a mistura da cubeta.
Para promover o crescimento bacteriano, todo volume foi transferido para um microtubo de
1,5ml e incubado por 1h a 37°C com agitagdo constante de 200rpm. Ao final, 50ul das
transformacdes foram plaqueadas em meio de cultura seletivo Luria-Bertani broth, acrescido
do antibiético ampicilina (LB/Amp) com &gar, acrescido também das substancias indicadoras
IPTG e X-GAL nas quantidades de 10pul e 20ul, respectivamente. As placas foram incubadas
de um dia para o outro em uma estufa a 37°C. O vetor codifica um gene de resisténcia a
ampicilina e o gene LacZ.

No dia seguinte, foram observadas colénias brancas na placa: quando ha a ligagdo do
inserto com o vetor, as col6nias expressam cor branca devido a ndo expressao do seu gene LacZ,

que consome 0 X-GAL e é interrompido durante o processo de clonagem. Foram selecionadas
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oito coldnias (clones) do NoV Gl e 10 do NoV GII. Realizamos duas (Gl e Gll) PCRs de
colonias de todos os clones selecionados para primeira confirmacdo. Essas reag0es ocorreram
conforme item 5.6, com diferenca apenas no tempo de desnaturacao inicial, 10min, para lisar
mais eficientemente as colonias. Além disso, esses clones foram repicados em novas placas de
LB/Amp que ficaram de um dia para o outro a 37°C para a proxima etapa.

A etapa final da clonagem foi a minipreparacdo das coldnias repicadas utilizando o
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, EUA). Os DNA plasmidiais obtidos ap6s minipreparacao
foram quantificados com espectofotdomertro e confirmados por digestdo enzimatica utilizando
0,5ul das enzimas Sacll e Spel, selecionadas com auxilio do programa ApE, 1ul de cada DNA
plasmidial, 1ul do buffer CurtSmart e 4gua para um volume final de 10ul, e incubadas a 37°C
por 4h e, em seguida, 65°C por 20min. Além da confirmacdo por PCR de coldnia e digestdo
enzimatica, todos os clones também foram confirmados por sequenciamento de Sanger

utilizando os primers da Tabela 2.

5.9 TRANSCRICAO IN VITRO

Os DNAs plasmidiais foram transcritos em RNA para se obter controles mais fidedignos
em relagdo as amostras virais, tendo em vista que o material genético do NoV é RNA de fita
simples.

A primeira etapa da transcricao in vitro é a linearizacdo dos DNAs plasmidiais ligados
ao vetor obtidos apds minipreparacdo em 5.7. A enzima selecionada para essa etapa, com
auxilio do ApE, foi a Sacll e a linearizacao ocorreu de forma semelhante a digestdo enzimatica
de 5.7: para cada digestao de volume final 50ul, foram utilizados 9ul de cada minepreparacéo,
1ul da Sacll e 5ul do buffer CutSmart, completando o volume com agua livre de nucleases. O
produto digerido foi corrido em gel de agarose 1% e as bandas visualizadas foram cortadas e
purificadas com o Illlustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare Life
Sciences, EUA).

Duas transcrices in vitro com volume de 20ul cada foram realizadas para cada clone,
utilizando o kit MEGAscript® SP6 Transcription Kit (Ambion, Life Technologies Corporation,
CA, EUA), seguindo recomendacdes do fabricante sob algumas modificacdes padronizadas
pela equipe do LAVITE (aumento no volume do DNA purificado e o aumento do tempo de
incubacgéo). Foram adicionados para cada reacdo: 8l do DNA linear purificado, 2l do tampéo
10x Sp6 do kit, 2ul de cada ribonucleotideo fosfatado (NTP) (ATP, GTP, CTP e UTP) e 2ul
da enzima Sp6 e incubados em banho seco por 6h a 37°C. Em seguida, os RNAs transcritos
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foram tratados com a enzima TURBO™ DNase (Ambion, Life Technologies Corporation, CA,
EUA) usando um volume de 5ul por reacdo e incubados 37 °C por 30min, para evitar
contaminagcfes com DNA. Os transcritos foram tratados ainda com 115ul de &gua livre de
nucleases e 15ul de acetato de aménia, precipitados com 310ul de etanol, ressuspendidos e
eluidos com 36pl de agua livre de nucleases e 4pl da enzima RNaseOut® (Invitrogen, CA,
EUA). Os RNAs gerados foram armazenados em aliquotas de 3ul a -80°C.

5.10 RT-gPCR

Foi padronizada uma nova RT-gPCR utilizando a metodologia de SYBR® Green e

primers descritos anteriormente.

5.10.1 Condigdes da RT-gPCR

A RT-gPCR foi realizada utilizando o GoTag® 1-Step RT-gPCR System (Promega,
EUA), que permite a RT e qPCR na mesma reacao (one step). Para cada reacdo com volume
final de 20ul, foram acrescentados 10ul do GoTag® qPCR Master Mix 2X, 0,6ul dos primers
especificos a 10uM (Tabela 2), 0,18ul da CXR Reference dye, 0,4ul da enzima GoScript® RT
Mix, 6,22ul de agua livre de nucleases e 2ul de RNA. As reacGes foram processadas no
termociclador 7500 Real-time PCR System e analisadas através do software ABI Prism 7500
SDS (Apllied Biosystems, CA, US). As condic¢des da RT-gPCR foram: RT a 50°C por 30min;
desnaturacdo inicial a 95°C por 10min, seguida por 40 ciclos de 95°C por 10s, 60°C por 30s e
72°C por 30s; e finalizada com a curva de melting. Todas as amostras foram testadas em
duplicata e controles negativo (agua livre de nuclease) e positivo (RNA transcrito, em varias

diluicdes — ver item 5.10.2 - Curva padrdo) foram sempre utilizados.

5.10.2 Curva padrao

A fim de determinar o limite de deteccéo da técnica, bem como padronizar a RT-gPCR
para deteccdo de NoV, foram construidas duas curvas padrdo com dilui¢des seriadas de fator
10 a partir do RNA transcrito dos clones de Gl e GlI. A curva padrdo também funciona como
controle positivo e em todas as reagdes foram colocados 5 pontos da diluigéo da curva. Para
construcdo das curvas de Gl e Gll, seus respectivos RNAs foram dosados e aplicados na

seguinte férmula para estabelecimento do ponto inicial:
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Concentracao RNA (g/ul)

6,022x10%3
Comprimento Transcrito (pb)x 340 x x

Apbs calculos, foi possivel determinar que o transcrito de GI continha 4,85 x10*2 copias
de RNA/ul e o de Gl 4,79 x10'? copias de RNA/ul. Com isso, as curvas foram realizadas
diluindo-se seriadamente cada RNA em agua livre de nucleases, com variacdo de 10! a 10!
copias de RNA/ul. As curvas foram aplicadas na reacéo de RT-gPCR e tiveram seus parametros
avaliados (eficiéncia, slope e r?).

5.11 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE HUMANOS

Perante anuéncia (Anexo A), foi desenvolvido um projeto em parceria com 0
LACEN/PE afim de resgatar amostras de pacientes com diarreia que foram recebidas pelo
servico de diagnostico de diarreias agudas virais do referido laboratdrio. Essas amostras foram
provenientes de todo Estado de PE, no periodo de Maio de 2014 a Outubro de 2017, e foram
encaminhadas ao servico juntamente com uma ficha de notificagdo e cadastro do paciente no
Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL), sistema brasileiro online que contém
informacdes de todos os pacientes cujo diagndstico sera realizado nos laboratérios centrais/de
referéncia do pais.

Para nosso estudo, as amostras foram encaminhadas em caixas térmicas sob refrigeracdo
do LACEN ao LAVITE/IAM na forma de suspensdo fecal, ja processadas pela equipe que
realizou o diagndstico no LACEN. Esse diagnostico foi realizado por ELISA, utilizando o kit
RIDASCREEN® Norovirus 3rd Generation (R-Biopharm AG, Darmstadt, Alemanha).
Amostras selecionadas tiveram o0 RNA extraido da suspensdo fecal conforme item 5.3.

5.12 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO

Para sequenciamento do genoma completo por NGS, foram desenhados primers ap0s o
alinhamento de sequéncias de NoV GlI. Devido a maior prevaléncia desse genogrupo, optamos
por padronizar inicialmente a estratégia do NGS exclusivamente para ele. Os primers
desenhados estdo descritos na Tabela 3. Para amplificagdo do genoma completo, padronizamos
uma RT, conforme protocolo do item 5.5, com primers randdmicos para obtengdo de um cDNA
que pudesse ser amplificado por todos os oligonucleotideos desenhados, cobrindo todo o
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genoma. A melhor condi¢do de amplificacdo obtida foi quando o cDNA foi sintetizado
utilizando uma soma dos seguintes primers: randoémicos fornecidos pelo kit + COG2R (Tabela
2) e 15R (Quadro 3).

Quadro 3 — Primers utilizados no sequenciamento do genoma completo de NoV GllI.

Primer Sequéncia Posicdo no genoma
1F GTGAATGATGATGGCGTCKAAMGACG 1
1R AATGCCGTATTGGTCGCATCTGG 549
2F GTTAAAAGGATACCCCCTCCCCCACC 407
2R GGAGCGATCATAGCAGACACATCTGG 1207
3F ACCCACCATGGATGATTCCAAAATTAAGAAGG 972
3R CGTTGATTGTCCCCACTATGTCAGG 1629
4F GACAACCCTGCTGAAAGATAAAGACAGCC 1449
4R TCTTCATCACTCCTTTCCCATGTGGG 2260
5F AGGAATTGGCTGACACATGCCC 1925
5R TGATGGTGGTGCAGGGCTCC 2670
6F TTGGCAATCAACTGAAAGGTGTGAAAACC 2443
6R AGTCTTCTTCCGTGGCCTTGGC 3166
TF GCAAGAACAAGACTGGCCGTGG 2973
7R CCATTCTAGCTGCGAGGGGC 3690
8F GTCATACCTAAGGGTATAACAGAGGCCTTTGG 3472
8R TCTCTCATGACTTGTTGCAGGGAAGG 4142
9F AACACGCCCCTTCCACCAGG 4041
9R TCGGATCATGGTGGATAAGTCAGAGCC 4533
10F TGACTTATCCACCATGATCCGATGTGC 4518
10R TATCTGTGCTGACAATCTNCATCATCACC 5003
11F AGTGGAATTCCATCGCCCACTGG 4872
11R GGCTTGGACAAAATTTGTTCTAATCCAGGG 5658
12F CTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGAAGATGG 5460
12R TGGAAGAAGTTATTCCTAACATCAGGGAGTGG 6010
13F ACTTTGGAACCTGTTTTGATACCACTCCC 5960
13R ACCAAAGACCCTTCCCTGAAAGTCAGG 6577
14F AGTGGCATTTGTGCTTTCAGGGG 6377
14R ATAGAAATGTTGCACCCACTCTTGGGG 7000
15F ATACAAACCTTGCCCCTTCTGTTGCTCC 6840
15R TCAGCAGGGGAAAAGCCGCC 7550
16F TTGCAGGCCCAGGTCCAGG 7440
16R TGTTAAACGCAGGTGTCCAGGAGTCC 8040

Fonte: Elaborado pela autora.
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As reag0es de sequenciamento foram realizadas em um Sequenciador de Nova Geragéo,
modelo MiSeg-Illumina, disponibilizado pelo Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas (NPT) do
IAM/FIOCRUZ. Resumidamente, as amostras positivas para NoV GII foram amplificadas por
PCR convencional utilizando duas misturas (pools) dos primers da tabela 3 a 10uM. O pool A
contém os pares de primers de 1 a 8 e o pool B contém os primers de 9 a 16. Para cada amostra,
foi feito um mix com o pool A e outro com o pool B, contendo cada um 12,5ul de GoTaq®
Green Master Mix (Promega, EUA), 1,5ul do pool e 9ul de dgua livre de nucleases. Cada reacao
ocorre com 2ul de cDNA randémico sintetizado com os 3 primers descritos anteriormente. As
condigdes da PCR sdo: 95°C por 2min; 45 ciclos de 95°C por 30s, 65°C por 5min e um ciclo de
extenséo final a 72°C por 7min.

Apds amplificacdo, os produtos de PCR dos dois pools foram unificados e purificados
com 90ul de beads Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, EUA), conforme
recomendacdes do fabricante. Os produtos de PCR purificados séo dosados no fluordmetro
Qubit (ThermoFisher®, Waltham, EUA), utilizando o Qubit dsDNA HS Assay Kit
(ThermoFisher®, Waltham, EUA). As bibliotecas foram preparadas com o Nextera XT Library
Prep Kit (lllumina, San Diego, CA, USA) utilizando 2ng do DNA de cada amostras.
Resumidamente, um pool de transposases foi utilizado para fragmentar o DNA e obter uma
biblioteca para sequenciamento ligada a adaptadores. Os oligonucleotideos utilizados como
index foram adicionados por PCR conforme recomendagéo do fabricante. Cada amostra foi
indexada individualmente e todas as amostras sdo unidas no final de maneira a gerar uma
biblioteca misturada onde cada sequéncia é lida em uma Unica corrida no Illumina MiSeq,
utilizando o MiSeq Reagent Kit v3, 2 x 150 pares de base.

Os dados produzidos no sequenciador sdo armazenados em arquivos texto no formato
FASTQ. As analises feitas em resumo sdo: analise de qualidade e limpeza dos dados com o
Trimmomatic. Em seguida, os dados sdo utilizados para montagem, alinhamento e mapeamento
contra sequéncias conhecidas, com o Bowtie2 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012,
LANGMEAD et al., 2018). Posteriormente, podem ser realizadas analises de predicdo génica,
anotacdo funcional, analise de variabilidade, contagem de transcritos, identificacdo de espécies,
com o IGV (ROBINSON et al., 2017).

5.13 SEQUENCIAMENTO DE SANGER

Para genotipagem das cepas circulantes em PE, foi utilizado o sequenciamento de

Sanger com os primers 11F e 11R, descritos na Tabela 3. Esses primers anelam na regido mais
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conservada do genoma e usualmente utilizada para genotipagem (juncdo da regido da
polimerase/ORF1 com a codificadora de VP1/ORF2).

Inicialmente, 0 cDNA foi sintetizado com primers randémicos, conforme descrito em
5.11. Em seguida, ocorreu a amplificacdo do cDNA por PCR convencional utilizando-se 50pl
de GoTaq® Green Master Mix (Promega, EUA), 4ul do primer 11F 10uM, 4pul do primer 11R
10uM e 34ul de &gua livre de nucleases, com 8ul de cDNA para volume final de 100ul. Apds
amplificacdo, as amostras foram purificadas com o QIlAquick PCR Purification Kit (Qiagen,
EUA) e dosadas no NanoDrop 2000 (ThermoFisher®, Waltham, EUA). Os DNAs foram
normalizados para mesma concentracdo de 20ng/ul e enviados ao Nucleo de Plataformas
Tecnoldgicas (NPT) do IAM para sequenciamento, sob responsabilidade das Dr? Céssia Docena
e Dr® Viviane Carvalho, juntamente com o conjunto de primers 11F+11R. No NPT, o
sequenciamento ocorreu conforme instrucdes do BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, EUA), no ABR Prism Genetic Analyzer 3500XL.

As anélises do sequenciamento foram realizadas usando o software DNASTAR
(Madison, Wisconsin, EUA), utilizando os programas SeqMan e EditSeq, além do auxilio do
software A plasmid Editor (ApE). O alinhamento maultiplo foi realizado com ClustalW e a
arvore filogenética foi construida com o método de maxima verossimilhanga e o modelo de
Tamura-Nei. Essas analises foram realizadas no software MEGA X, com os parametros padrao
definidos no programa e o teste bootstrap com 1000 repeticdes (KUMAR et al., 2018;
TAMURA; NEI, 1993). Posteriormente, a avore construida foi editada com o iTOL Tree
(https://itol.embl.de).

5.14 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos em cada experimento foram testados quanto a normalidade e
comparados utilizando o teste “t-Student” (2 tratamentos) ou ANOVA (mais de 2 tratamentos)
seguida do apropriado pos-teste. Para criacdo dos bancos de dados e realizacdo da analise
estatistica, foram utilizados os softwares Excel 2013 (Microsoft, EUA), GraphPad Prism 5.0 e

IBM SPSS Statistics 22.0. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
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6 CONSIDERACOES ETICAS

Para a primeira parte do projeto, com moluscos bivalves, ndo houve necessidade de
obtencdo de permissdes junto a Comisséo de biosseguranca ou a Comisséo de ética no uso de
animais (CEUA), por néo envolver o uso de microrganismos recombinantes nem de animais
vertebrados. A “Lei Arouca” (Lei 11.794, de 08/10/2008) limita o seu ambito de incidéncia a
animais vertebrados vivos, excluindo os organismos invertebrados como os moluscos que
foram utilizados nesse estudo.

Ja para as analises de amostras de humanos, o projeto foi submetido a Plataforma Brasil
e teve parecer aprovado junto ao Comité de Etica es Pesquisa (CEP) do IAM/FIOCRUZ, sob
numero 2.840.085, CAAE: 92477718.3.0000.5190 (Anexo B). O projeto nao ofereceu riscos
importantes para o paciente, visto que as amostras ja haviam sido coletadas previamente para
encaminhamento ao LACEN/PE. Além disso, trata-se de amostras de fezes que foram emitidas

espontaneamente devido a sintomatologia dos pacientes do estudo (diarreia).
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7 RESULTADOS

Aqui se inicia a sessdo de descri¢do dos resultados obtidos no desenvolvimento dessa

tese.

7.1 DETECCAO DE NOROVIRUS EM MOLUSCOS BIVALVES EM PERNAMBUCO

No primeiro tépico, serdo abordados os resultados obtidos a partir da analise dos

moluscos bivalves do litoral pernambucano.

7.1.1 Obtencdo dos moluscos bivalves

Para obtencdo dos moluscos em PE, foram realizadas coletas das espéecies disponiveis

em regides especificas do estado.
7.1.1.1 Area de estudo
As coletas foram realizadas em todo litoral pernambucano, sendo visitados os

municipios de Goiana, Itapissuma, Itamaracd, Paulista, Olinda, Recife, Cabo de Santo

Agostinho, Ipojuca, Sirinhaém e Tamandareé (Figura 16).

Figura 16 — Municipios litorAneos de PE visitados para coleta.
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Fonte: Elaborado pela autora apartir do Google Imagens.

Legenda: Municipios de Goiana (cor cinza), Itapissuma (cor vinho), Itamaraca (cor vermelho), Paulista (cor
laranja), Olinda (cor amarelo), Recife (cor bege), Cabo de Santo Agostinho (cor verde claro), Ipojuca (cor
verde escuro), Sirinhaém (cor azul claro) e Tamandaré (cor azul escuro).
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As praias participantes do estudo, as estacdes do ano onde foram visitadas para coleta e
a quantidade de moluscos coletada por area estdo descritas na Figura 17. No litoral Norte (Barra
de Catuama, Boa Viagem, Brasilia Teimosa, Ilha de Deus, Itamaraca, Itapissuma, Maria
Farinha, Olinda, Pau Amarelo e Tejucopapo) as coletas foram realizadas tanto no inverno

quanto no verdo, para comparar a sazonalidade da distribuicdo do NoV.

Figura 17 — Locais de coleta dos moluscos, quantidade coletada e estagdo do ano.
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Fonte: elaborada pela autora.

Nota: Praias destacadas com uma estrela foram visitas em duas esta¢des: verdo e inverno.

Legenda: As amostras foram coletadas nas estaces de outono, inverno e verdo, sendo que no litoral Norte
as areas foram visitadas no inverno e verdo para comparar a sazonalidade da distribuicdo do NoV.

7.1.1.2 Coleta dos moluscos e espécies estudadas

Foram coletados um total de 380 moluscos, sendo 260 ostras e 120 sururus. Desses, 250
foram coletados atraves de catadores, 110 vendedores ambulantes e 20 pela propria equipe
(Figura 18A). Em cada ponto de coleta, um questionario foi preenchido com algumas
informagdes a cerca da forma de coleta e dados demograficos da regido (Apéndice A). Através
dele, foi possivel observar que a maioria (96,70%) dos nossos moluscos eram selvagens, ou

seja, ndo eram criados em cativeiro (Figura 18B). Além disso, foi possivel determinar a origem
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da &gua consumida pela populacdo do local da coleta, onde 73,30% era da Companhia
Pernambucana de Saneamento (COMPESA), 20% de pogos profundos e 6,70% de po¢os rasos
(Figura 18C). As temperatudas da agua e ambiente também foram medidas em todos os pontos
de coleta. A temperatura média do ambiente obtida foi 28,70°C (25-35°C + 2,092) e a da agua
30,37°C (20-35°C + 3,201) (Figura 18D).

Figura 18 — Informacdes sobre a coleta e dados demogréaficos da regido.
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Fonte: elaborada pela autora.
Legenda: (A) Responsavel pela coleta do molusco. (B) Origem do molusco coletado. (C) Origem da agua

consumida pela populacdo local. (D) Temperaturas médias da agua e ambiente dos pontos de coleta
visitados.

7.1.2 Processamento dos moluscos e extracdo do RNA viral

Os 380 moluscos foram limpos, abertos, dissecados individualmente e suas porgdes
gastricas unidas em tecidos com 1-2g. No final, obteve-se um total de 233 amostras teciduais
de moluscos processadas. O RNA foi extraido de todas as amostras, gerando 233 RNAs para
analise por RT-qPCR, que foram armazenados a -80°C.
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7.2 DETECCAO DE NOROVIRUS EM MOLUSCOS BIVALVES NA PARAIBA

Nesse segundo topico observaremos os resultados obtidos em relacdo aos moluscos

coletados na PB.

7.2.1 Obtencdo dos moluscos bivalves

Para obtencdo dos moluscos na PB, foram realizadas coletas das espécies disponiveis

em regiBes especificas do estado.

7.2.1.1 Area de estudo

As coletas foram realizadas em varios pontos do litoral paraibano, de acordo com a
disponibilidade de moluscos na area. Os catadores relataram que os moluscos estudados néo
eram mais encontrados em alguns pontos que inicialmente planejamos coletar, devido a
presenca de doencas como a Sindrome da Mancha Branca, que dizimou as populacfes desses
animais nesses pontos.

As coletas foram realizadas nos seguintes municipios da PB: Cabedelo (bairro
Renascer); Pitimbu (praia de Acal); Mamanguape; Baia da Trai¢cdo (cativeiro) e nos mercados
Publicos de Mangabeira e da Torre na cidade de Jodo Pessoa. Esses municipios estdo em

destaque na Figura 19.

Figura 19 — Municipios da PB visitados para coleta.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir do Google Maps.
Legenda: Cabedelo (cor de vinho); Pitimb0 (cor verde); Mamanguape (cor amarela); Baia da Traicdo (cor
azul) e nos mercados Publicos de Mangabeira e da Torre na cidade de Jodo Pessoa (cor roxa).
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7.2.1.2 Coleta dos moluscos e espécies estudadas

Ao todo, foram coletados 1500 moluscos, sendo 1000 mariscos, 300 ostras e 200
sururus. Na Baia da Traicao, foram coletados 230 moluscos (30 ostras + 200 mariscos), em
Cabedelo e Pitimbu 200 mariscos cada, em Mamanguape 270 moluscos (70 ostra + 200
mariscos), no Mercado da Mangabeira 300 moluscos (100 ostras + 200 mariscos) e no Mercado
da Torre 300 moluscos (100 ostras + 200 sururus).

As quantidades de moluscos coletadas por area estdo descritas na Figura 20.

Figura 20 — Locais de coleta dos moluscos e quantidade coletada em cada localidade.
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Fonte: elaborada pela autora.

Legenda: Amostras de ostra, marisco e sururu foram coletadas nos locais expressos na figura, no Estado da
Paraiba.

Dessas amostras, 1270 foram coletadas na forma de filé (ja abertas e pré-processadas) e
230 ainda na casca (in natura). A distribuicao do estado do molusco no momento da coleta esta
descrita na Figura 21.
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Figura 21 — Estado do molusco no momento da coleta.
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Fonte: elaborada pela autora.
Legenda: Amostras de ostra, marisco e sururu foram coletadas na forma de filé ou in natura.

7.2.2 Processamento dos moluscos e extracdo do RNA viral

Os moluscos foram limpos e abertos (quando necessario), e dissecados individualmente.
Suas porcdes gastricas unidas de maneira a formar por¢des com 1-2g. No final, obteve-se um
total de 230 amostras teciduais de moluscos processadas. O RNA foi extraido de todas as
amostras, gerando 230 RNAs para andlise por RT-qPCR, que foram armazenados a -80°C.
7.3.PADRONIZACAO DA RT-gPCR

7.3.1 Clonagem génica

Os clones dos dois alvos moleculares desse estudo foram confirmados por PCR de

col6nia, onde se observou bandas de 96pb para NoV Gl e 98pb para NoV GlI (Figura 22 e 23).
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Figura 22 — Confirmagéo da clonagem de NoV GI por PCR de col6nia.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de PCR das 8 colénias selecionadas mostrando as
bandas com 96pb, correspondentes ao fragmento especifico de NoV GlI, e o marcador de peso molecular de
100pb.

Figura 23 — Confirmacéo da clonagem de NoV GlII por PCR de coldnia.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de PCR das 10 colénias selecionadas mostrando as
bandas com 98pb, correspondentes ao fragmento especifico de NoV GlI, marcador de peso molecular de
100pb e 1kb plus.

Os DNAs plasmidiais obtidos da clonagem dos dois alvos foram submetidos ao
processo de digestdo enzimatica para mais uma confirmacdo da clonagem. As enzimas para
digestdo foram selecionadas com auxilio do programa ApE e as bandas esperadas estdo
demonstradas na Figura 24. Nem todos os clones foram confirmados por essa metodologia
(Figura 25 e Figura 26).
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Figura 24 — Padrédo de bandas esperadas para a digestdo enzimatica de NoV Gl e GlI.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Padrdo de bandas esperadas na digestdo enzimatica realizada com auxilio do programa ApE para
0s DNAs plasmidiais clonados de NoV Gl (a esquerda) e Gll (a direita).

Figura 25 — Confirmacéao da clonagem de NoV Gl por digestdo enzimatica.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Eletroforese em gel de agarose 1% da digestdo enzimatica das 8 col6nias selecionadas mostrando
as bandas esperadas com a utilizacdo das enzimas selecionadas pelo ApE e o marcador de peso molecular de
1kb plus.

Figura 26 — Confirmacao da clonagem de NoV GlI por digestdo enzimatica.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Eletroforese em gel de agarose 1% da digestéo enzimatica das 10 col6nias selecionadas mostrando
as bandas esperadas com a utilizacdo das enzimas selecionadas pelo ApE e o marcador de peso molecular de
1kb plus.
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Todos os clones também foram sequenciados e as sequéncias obtidas foram analisadas
com auxilio do ApE e da ferramenta Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool (BLASTN).
A qualidade das sequéncias dos clones foram avaliadas e o percentual de similaridade entre as
sequéncias obtidas com as sequéncias virais. Todas as sequéncias foram condizentes com NoV
Gl e NoV GIlI, com 100% de identidade.

7.3.2 RT-gPCR

Para padronizacdo e valiacdo da sensibilidade da nova RT-gPCR que seria utilizada na
deteccdo do NoV genogrupos Gl e Gll, foram construidas uma curva padréo e uma de spike em

ostras.

7.3.2.1 Curva padréao

As curvas padrdo de NoV Gl e GlI foram construidas fazendo uma diluigéo seriada de
fator 10 dos RNAs transcritos a partir da concentragéo de 10* copias/pl. Os pontos de 10%a 10!
copias/ul foram colocados nas reagbes, em duplicata. Para ambos genogrupos, ficou
estabelecida a temperatura de melting especifica entre 79-80°C. Para GI, observou-se a deteccao
até o ponto 10% com Ct de 24, aproximadamente. Entretanto, a curva padrio comeca a perder
eficiéncia nesse ponto da diluicdo. Até 10° a curva apresentou parametros excelentes, com
eficiéncia de 100%, slope de -3,313 e r? de 0,998 (Figura 27 e 28).
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Figura 27 — Amplificacdo da curva padrdo de NoV Gl.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Graficos de amplificacdo dos pontos da curva padrdo de NoV Gl, plotando o Ct e a magnitude do
sinal de fluorescéncia gerado na reagao (ARN).

Figura 28 — Curva padrédo de NoV GI.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Pardmetros da curva padréo calculados para avaliar a performance da RT-qPCR.
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Ja para GlI, observou-se a detecgdo até o ponto 102, com Ct de 27, aproximadamente.
Entretanto, amplificacfes inespecificas na curva de melting desse ponto da diluigdo comegaram
a aparecer. Até 10* a curva apresentou parametros excelentes, com eficiéncia de 105%, slope

de -3,194 e r? de 0,993 (Figura 29 e 30).
Figura 29 — Amplificacdo da curva padrdo de NoV GllI.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Gréficos de amplificacdo dos pontos da curva padrao de NoV Gll, plotando o Ct e a magnitude do
sinal de fluorescéncia gerado na reagdo (ARN).

Figura 30 — Curva padrédo de NoV GII.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Pardmetros da curva padréo calculados para avaliar a performance da RT-qPCR.
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7.3.2.2 Spike das ostras

Para avaliar a sensibilidade da nossa técnica, bem como confirmar a auséncia de
inibidores nas amostras de moluscos e verificar a eficacia do protocolo de processamento, uma
curva de contaminagédo artificial (spike) utilizando uma amostra positiva para NoV foi
construida em amostras de tecido de ostras. Cerca de 2,7x10* copias de RNA/ul foram
utilizadas no ponto inicial da curva, que foi diluida até 2,7 copias de RNA/ul. Apos realizacao

da RT-gPCR, pudemos observar que a técnica detectou até o ponto de 2,7x10° copias de

RNA/ul (Figura 31).

Figura 31 — Resultados da RT-gPCR do spike realizado em ostras.
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Fonte: elaborada pela autora.
Nota: Ao comparar as amostras de ostra contaminadas artificialmente a curva padréo, foi possivel observar

uma amplificacéo de até 2,7x10° cdpias de RNA de NoV/pl.
Legenda: (A) Curva de amplificacdo das amostras artificialmente contaminadas juntamente com a curva

padréo e controles negativos. (B) Curva de melting das mesmas amostras.

7.3.2.3 RNA dos moluscos

Com a técnica padronizada, 0s 463 RNAs obtidos dos moluscos bivalves coletados em
PE e na PB foram submetidos a RT-gqPCR e todos foram negativos, tanto para NoV Gl e quanto

para NoV GlI, como ilustrado na Figura 32.
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Figura 32 — RT-gPCR de algumas amostras de moluscos bivalves.
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Fonte: elaborada pela autora.

Nota: Amostras com resultado negativo apresentam um Ct maior que o controle positivo, sendo essa uma das
formas de caracterizar a negatividade das amostras. Outra forma é a temperatura de melting, que é em torno
de 79-80° para as amostras positivas (controles) e inferior para as amostras negativas.

Legenda: (A) Comparacdo do Ct das amostras testadas com o controle positivo (curva padrdo). (B)
Comparacéo da temperatura de melting das amostras testadas com o controle positivo (curva padréo).

7.4 DETECCAO E CARACTERIZACAO DE NOROVIRUS EM AMOSTRAS DE
HUMANQOS

7.4.1 Caracteristicas clinicas e demogréaficas dos pacientes do estudo

Foram selecionadas 21 amostras de suspensao fecal para sequenciamento, coletadas nos
anos de 2014 a 2017 e positivas para NoV. Os individuos selecionados tinham entre dois meses
e dois anos de idade, com média de um ano. Nove pacientes (42,86%) eram do sexo feminino
e 12 (57,14%) do sexo masculino. A maioria dos pacientes (85,71%; n = 18) foram provenientes
de Recife, capital de PE. Outros municipios de residéncia dos pacientes foram Jaboatdo dos
Guararapes (n =1), Altinho (n = 1) e Belém de S&o Francisco (n = 1).

Em relacdo a sintomatologia clinica dos pacientes, 15 (71,42%) tiveram episodios de
vomitos, que duraram de um a trés dias. Cinco pessoas (23,8%) nédo tiveram vomitos e um
paciente ndo possuia essa informagdo em sua ficha epidemioldgica. Todos tiveram episédios

de diarreia, que duraram de um a trés dias, com excecdo de um paciente que ndo possuia essa
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informacdo em sua ficha epidemioldgica. A maioria dos pacientes (90,48%; n = 19) apresentou

fezes ndo sanguinolentas e dois ndo possuiam essa informagdo em suas fichas. Sete (33,33%)

tiveram febre, com temperatura média de 38,08°C, 12 (57,14%) ndo apresentaram e em dois

casos ndo foi informado. Esses dados estdo descritos na Figura 33.

Numero de pacientes

Figura 33 — Caracteristicas clinicas dos pacientes do estudo.
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Fonte: elaborada pela autora.
Legenda: Sintomas apresentados pelos pacientes acometidos com NoV cujas amostras foram sequenciadas.

Dos pacientes analisados, 10 (47,62%) eram vacinados contra o rotavirus, nove

(42,86%) ndo possuiam essa informacdo na ficha epidemioldgica e apenas dois (9,52%) néo

eram vacinados. Essas informagdes podem ser visualizadas na Figura 34.

Dessas amostras, uma foi sequenciada por NGS e 20 pela metodologia tradicional de

Sanger.
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Figura 34 — Estado vacinal dos participantes do estudo.
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Fonte: elaborada pela autora.
Legenda: Estado vacinal contra o rotavirus dos pacientes cujas amostras foram sequenciadas.

7.4.2 Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS)

Uma das amostras de fezes selecionadas nesse estudo foi sequenciada pela metodologia
de NGS. Foram utilizados primers inéditos, desenhados nesse estudo a partir do alinhamento
de cepas do NoV GllI, a fim de cobrir o genoma completo viral. Entretanto, apenas 48,93%
(com cobertura >100x) do genoma foi sequenciado (3781pb). Através da filogenia, foi possivel
caracterizar a referida cepa como GllI.4.

Ficou evidenciado que, apesar de permitirem sequenciar e caracterizar
filogeneticamente o virus, nossos primers ndo conseguiram cobrir o genoma completo do NoV.
A regido mais conservada do genoma (juncdo ORF1-ORF2) teve uma cobertura extremamente
maior que o restante (Figura 35). Assim, novos iniciadores devem ser desenhados e

padronizados a fim de uma maior cobertura do genoma.
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Figura 35 — Profundidade do NGS do genoma completo de NoV.
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Fonte: elaborada pela autora.
Legenda: Grafico mostrando regides com melhor cobertura no NGS de uma amostra de NoV Gl|I.

7.4.3 Sequenciamento de Sanger

Frente a necessidade de futuras padronizacbes no NGS, optamos por realizar o
sequenciamento convencional de Sanger para caracterizar molecularmente as cepas de NoV
circulantes em PE.

Vinte amostras foram sequenciadas por essa metodologia, utilizando o par de primers
11F e 11R, que tém como alvo uma regido de 786pb. As sequéncias consenso foram obtidas
através do alinhamento e edicdo de cada sequéncia foward, reverse e uma cepa de NoV de
referéncia (GenBank: KF712501.1 ou KF712504.1) no programa SeqMan, do pacote
DNASTAR Lasergene (DNASTAR, WI, USA). As sequéncias obtidas variaram de 315 a
730pb.

A genotipagem do NoV foi realizada utilizando-se a ferramenta Norovirus Typing Tool
Version 2.0 (KRONEMAN et al., 2011). Baseando-se no gene da polimerase (RdRp) e da
proteina do capsideo VP1, as amostras foram classificadas e bi nhomeadas de acordo com
Kroneman et al. (2013).
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Dentre as 20 amostras sequenciadas, quatro diferentes gendtipos do genogrupo GllI
foram identificados circulando em PE: Gll.Pe-Gl1.4, n=16; GII.P16-Gll.4, n=2; GII.P16-GI1.3,

n=1; GII.P4-Gll.4, n=1 (Quadro 4). Essas sequéncias estdo disponiveis para a comunidade
cientifica no GenBank com nimeros de acesso de MN416493-MN416512.

Quadro 4 — Genotipos de NoV Gl circulantes em PE.

Polimerase Capsideo N (%)
Gll.Pe Gll.4 16 (80)
GII.P16 Gll.4* 2 (10)
GII.P16 GIlL.3 1(5)
GII.P4** Gll.4 1(5)
Total 20 (100)

Fonte: elaborada pela autora.

Notas: nimeros de acesso de MN416493-MN416512.

*Sydney_ 2012
**Den_Haag_2006b

Na figura 36 podemos observar a arvore filogenética construida a partir do alinhamento

dessas sequéncias com 37 diferentes sequéncias de varios genétipos do NoV GllI.
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Figura 36 — Arvore filogenética dos NoV circulantes em PE.
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Fonte: elaborada pela autora.
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JX846924.1-GII.3/HK71/1978/CHN
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KX722420.1-GlI.1 isolate Hu/GII.1/VIG206/2003/BRA
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= MF405169.1-GlI.2/US/1971/GII.Pf GlI.2/Henryton
KY200628.1-Gl1.16 isolate Human/MAR/MA153/2013/GlI.16

KJ407074.2-GII.2/HS255/2011/USA
LC209480.1-GI1/JP/2010/GII.P16 GII.2/Ehime
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Norovirus Gl isolate27-15
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Nota: O NoV Gl foi utilizado como outgroup (nimero de acesso GenBank: MG023244). A arvore foi
construida no MEGA X e editada no iTOL Tree. Os valores de bootstrap acima de 70% estéo expostos.

Legenda: Arvore filogenética construida a partir do alinhamento multiplo das 20 sequéncias de NoV obtidas
nesse estudo através do sequenciamento de Sanger (destaque em vermelho) e cepas de referéncia de NoV GllI.
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8 DISCUSSAO

O norovirus é responsavel por 18% das diarreias virais mundialmente (LOPMAN,
2015). Ainda existem lacunas a serem preenchidas sobre 0 NoV, sobretudo no Brasil. No pais,
embora ainda ndo exista um sistema de vigilancia que investigue a prevaléncia desse virus, sua
importancia vem sendo demonstrada em alguns Estados através de estudos epidemioldgicos e
moleculares. Esses estudos sdo essenciais para manutencdo dessa vigilancia epidemiologica e
molecular do virus no pais, principalmente frente ao surgimento de novas variantes e
substituicdo dos gendtipos circulantes no Brasil e no mundo (DE ANDRADE et al., 2014;
PABBARAJU et al., 2019).

Sabe-se que a RT-gPCR é uma técnica cada vez mais utilizada para a detec¢édo do NoV,
sendo uma alternativa muito atrativa frente a auséncia de um sistema efetivo para isolamento
viral (COTTON et al., 2017; JOTHIKUMAR et al., 2005; KAGEYAMA et al., 2003;
SCIPIONI; BOURGOT, et al., 2008; SCIPIONI; MAURQY, et al., 2008;). A PCR em tempo
real € uma técnica rapida, sensivel, pratica e com menor riscos de contaminagdo para o
diagnostico do NoV. Isso permite que medidas de prevencdo de disseminacdo do virus sejam
tomadas mais precocemente (GEORGIADIS et al., 2010). Nesse estudo, padronizamos um
novo protocolo de SYBR RT-qPCR para detec¢do e diagnéstico de NoV baseado em primers
descritos anteriormente.

Apesar de ser uma alternativa mais barata, a sensibilidade e especificidade de SYBR
Green® usualmente sdo mais baixas quando comparadas a TagMan® e outras metodologias
que usem sondas (ODREMAN-MACCHIOLI et al., 2013). No nosso estudo, a sensibilidade da
RT-qPCR para o genogrupo Gl foi 4,85x10* copias de RNA/ul e 4,79x10% copias/ul para GlI.
Nossa técnica foi mais sensivel que a descrita por Scipioni et al. (2008), que amplificou até o
ponto de 5,6x10° copias da curva de diluicdo. Resultados similares foram observados por Radin
e D’souza (2011), entretanto usando alface, tomates cereja e cebolas verdes. Ainda em
alimentos, outro estudo — dessa vez em moluscos — foi capaz de detectar 10° a 103 copias/pl em
amostras de cDNA, o que correspondeu a 10? a 10° copias/g de tecido digestivo das ostras
(OSHIKI et al., 2018). Em relagéo a temperatura de melting, nossa PCR também corrobora com
outros estudos descritos anteriormente, cujo valor foi em meédia 82°C para o0s dois genogrupos
(GEORGIADIS et al., 2010).

Moluscos bivalves sdo uma importante fonte de contaminagédo noroviral (HASSARD et
al., 2017). Cientistas ao redor do mundo inteiro pesquisam esse virus em moluscos (BRAKE et
al., 2014; COSTANTINI et al., 2006; JOTHIKUMAR et al., 2005; LE MENNEC et al., 2017,



GUARINES, K. M. Deteccao e caracterizagdo molecular de norovirus... 76

OSHIKI et al., 2018; RAZAFIMAHEFA et al., 2019; SEO et al., 2014). As taxas de deteccao
do NoV nesses diversos estudo sdo bem varidveis. Por exemplo, Torok et al. (2018) néo
detectaram o virus em nenhuma das quase 300 amostras de ostra testadas, na Australia. Por
outro lado, Le Mennec et al. (2017) puderam detectar NoV Gl e GIl em 65% das 78 ostras
analisadas na Franca. E dificil comparar os diferentes estudos existentes devido & variaveis
como diferentes métodos de processamento e deteccdo, estabilidade viral e estagdo do ano
(DEPAOLA et al., 2010; TOROK et al., 2018).

No Brasil, apenas poucos grupos de pesquisa buscaram detectar o NoV em moluscos. A
taxa de detecgdo desses estudos variou de 0 a 85% (KELLER et al., 2013; KELLER et al.,
2019; SOUZA et al., 2012; SOUZA et al., 2018). Nosso estudo foi o primeiro do pais a utilizar
uma SYBR RT-gPCR para pesquisa do NoV em moluscos. Coletamos 380 moluscos (ostras e
sururus) provenientes de Pernambuco e 1500 da Paraiba (ostras, sururus e mariscos),
totalizando 1880 moluscos. N&o conseguimos detectar o NoV Gl nem NoV GIlI em nenhuma
das amostras analisadas. Algumas vezes ndo é possivel se obter sucesso na deteccdo no NoV
(MORILLO et al., 2012). Nossos resultados foram semelhantes aos descritos por Souza et al.
(2018). Eles detectaram NoV Gl em apenas duas amostras de Anomalocardia brasiliana, outra
espécie de molusco comumente consumida no Brasil, e nenhum NoV GIl. Outro estudo
apresentou uma taxa de deteccdo de NoV em ostras um pouco maior, 4,8% (n = 42), mas
nenhuma em sururus (KELLER et al., 2013). Souza et al. (2012) encontraram NoV Gl em
algumas ostras coletadas em dois pontos. Esses dados apresentados mostram que nosso estudo
estdo de acordo com as referidas literaturas no Brasil.

E importante a analise de todos os fatores que possam estar envolvidos com a
contaminacdo de moluscos por NoV, para melhorar os dados de vigilancia epidemiologica.
Esses dados detalhados podem ser Uteis para estabelecimento do risco de contaminacgdo e para
a prevencdo de doencas transmitidas por esses animais (CAMPOS; LEES, 2014). Os surtos de
NoV em ostras envolvem a soma de diferentes fatores: baixa radiacdo solar, baixa temperatura
da agua, maré baixa, baixa salinidade, chuvas pesadas e ventos fortes (CHENAR; DENG,
2018). No nosso estudo, analisamos alguns desses fatores, que descrevemos a seguir.

Para determinar a variacdo sazonal da distribuicdo do NoV, visitamos os pontos de
coleta em diferentes estacGes do ano (outono, inverno e verdo). Porém, o Nordeste brasileiro €
uma regido quente na maior parte do ano, com elevada incidéncia solar e sem estagdes bem
definidas. Obtivemos uma temperatura média do ambiente e da agua de 30,37°C e 28,7°C,
respectivamente. Campos et al. (2017) encontraram uma maior concentragdo viral em amostras

de ostras coletadas em aguas com temperaturas abaixo de 5°C do que as coletadas em
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temperaturas acima de 10°C. Chenar e Deng (2018) predisseram que dois importantes fatores
para reducéo do risco de contaminacgdo por NoV séo altas temperaturas e alta radiacéo solar. A
alta radiacdo solar aumenta a incidéncia de raios UV e as temperaturas, promovendo inativacdo
viral e reduzindo sua estabilidade. Além disso, os surtos de NoV sdo bem conhecidos por
acontecerem nos meses frios e de inverno (CAMPOS et al., 2013; DUIZER et al., 2004; FANG
et al., 2019). As caracteristicas climéticas observadas no Nordeste podem ter sido responsaveis
pela auséncia do NoV nos moluscos dessa regido. O monitoramento das infec¢bes por NoV é
extremamente importante para prevencdo de surtos entre os consumidores de moluscos, além
de contribuir para melhoria do ambiente de estuarios. Nosso estudo sugere que o risco de
infecgdo por NoV atraveés de ostras, sururus e mariscos consumidos durante o periodo de estudo,
em PE e na PB, foi baixo. Esse dado é importante para o turismo gastronémico no litoral
brasileiro e para a cadeia de producdo desses invertebrados no NE. Estudos adicionais devem
continuar sendo feitos na costa brasileira, para determinar a prevaléncia do NoV em moluscos
bivalves e auxiliar no entendimento da sua eco epidemiologia em paises tropicais.

Frente a auséncia do virus em amostras de moluscos, buscamos uma alternativa para
estabelecimento do perfil molecular dos NoVs circulantes no Estado de PE. Para isso,
decidimos avaliar as cepas virais presentes em amostras de fezes coletadas de humanos. Entéo
foi desenvolvido um projeto em parceria com o LACEN/PE para obtencdo de amostras
sabidamente positivas para 0 NoV, a fim de que pudéssemos sequenciar o material genético do
virus presente nelas. Para isso, foram selecionadas 21 amostras, onde 20 foram sequenciadas
por Sanger e 1 por NGS. Algumas caracteristicas clinicas desses pacientes também foram
analisadas.

Os pacientes selecionados tiveram idade variando de 2 meses a 2 anos, com média de 1
ano. Grande parte dos estudos realizados no Brasil mostra uma tendéncia maior a infeccéo por
NoV em pacientes com menos de 5 anos (BITENCURT et al., 2019; PAULA et al., 2018;
RABONI et al., 2014; SANTOS et al., 2017; VOLPINI et al., 2019). Estudos desenvolvidos
no mundo todo tambem relatam a importancia da infeccdo por esse virus em criancas
(BIERHOFF et al., 2018; FANG et al., 2019; HARRIS et al., 2019; HEBBELSTRUP JENSEN
etal., 2019; SHAH; HALL, 2018;).

Sabe-se que o NoV infecta individuos de todos os sexos, e que normalmente ndo
observa-se diferenca estatistica entre eles, como descrito no estudo de Hebbelstrup Jensen et al.
(2019). Raboni et al. (2014), em um estudo realizado no Brasil, ndo observaram nenhuma
diferenga entre os sexos dos pacientes analisados. Harris et al. (2019) descreveram um ndmero

de individuos do sexo feminino discretamente maior (52,83%), entretanto ndo houve diferenca
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estatisticamente significante. No nosso estudo, 42,86% dos pacientes foram do sexo feminino
e 57,14% do masculino.

A doenca causada pelo NoV é conhecida como doenca do vomito do inverno, do inglés
“winter vomit disease”. Trata-se de uma patologia usualmente auto limitante, mas que pode ser
bastante severa, sobretudo em paises em desenvolvimento (SHAH; HALL, 2018). A
diversidade genética dos NoVs pode ter importante influéncia na sintomatologia clinica dos
pacientes e também na gravidade da doenca. Entretanto, os principais sintomas observados nas
infeccdes por NoV, além da diarreia, sdo febre, vomito e fezes ndo sanguinolentas (KU et al.,
2014; RABONI et al., 2014).

No nosso estudo, 71,42% dos pacientes apresentaram episddios de vémitos, com
duracdo de 1-3 dias, e 33,33% apresentaram febre baixa, com temperatura média de 38,08°C.
57,14% ndo apresentaram febre, concordando com Bierhoff et al. (2018), onde 56% dos
individuos néo relataram esse sintoma. Todos os pacientes apresentaram diarreia, também com
duracdo de 1 a 3 dias. Em Harris et al. (2019), foi observado que 51,36% dos pacientes
apresentaram diarreia e vomito, e foi detectado que a diarreia durou um pouco mais que 0
vomito (2,8 dias em comparacdo a 1,7 dias). Mesmo assim, nossos dados estdo de acordo com
o referido estudo. A diarreia com fezes ndo sanguinolentas também é caracteristica da infecgéo
por NoV. No nosso estudo, todos 0s pacientes que possuiam esse dado na sua ficha
epidemioldgica (90,48%) ndo tiveram fezes sanguinolentas.

A introducdo da vacinagdo contra o rotavirus reduziu o nimero de casos e a mortalidade
causados por esse virus. Entretanto, permitiu ao NoV ganhar cada vez mais proeminéncia e
impacto em todo 0 mundo (SANTOS et al., 2017). Estudos desenvolvidos no Brasil tém
relatado maior incidéncia do NoV do que do rotavirus, este que foi considerado por muitos anos
a principal causa viral de gastroenterites agudas. Dessa maneira podemos observar claramente
a ascensdo do NoV (FERREIRA et al., 2012; SIQUEIRA et al., 2013). No nosso estudo, a
maioria (47, 62%) dos pacientes que possuiam essa informacdo na ficha epidemiolégica era
vacinada contra o rotavirus. O perfil clinico e molecular de pacientes acometidos com
norovirose em PE, no periodo de 2014 a 2017, foi publicado recentemente por nosso grupo,
onde foi descrita a epidemiologia de todos os casos de infecgdo por NoV detectados nesse
intervalo de tempo (GUARINES et al., 2019).

O NoV é extremamente diverso geneticamente. O conhecimento das cepas circulantes
no mundo é importante sobretudo para a comunidade cientifica, que busca constantemente
novas técnicas diagndsticas e o desenvolvimento de antivirais e vacinas. Nesse estudo, foram

caracterizamos molecularmente, atraves do sequenciamento de Sanger e do NGS, as cepas dos
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21 pacientes com NoV provenientes do LACEN/PE no periodo de 2014-2017. O gendtipo mais
prevalente em nossa regido foi o GIl.Pe-Gl1.4 (16 casos). Esse genotipo também ja foi descrito
como mais detectado em outros paises e no Brasil (BITENCURT et al., 2019; CHUCHAONA
etal., 2019).

A classificagdo da genotipagem pela bi nomenclatura (dual-typing nomenclature) —
levando em consideracao o gene da polimerase/ORF1 e o gene do capsideo viral/ORF2 — vem
sendo proposta para melhor conhecer e identificar as cepas recombinantes de NoV. Em alguns
estudos, a genotipagem € realizada utilizando-se apenas a regido do capsideo, dificultando a
identificacdo das referidas cepas (HERNANDEZ et al., 2018; KRONEMAN et al., 2013). Para
nomenclatura dos genotipos baseada na regido da polimerase, 0 genogrupo vem seguido da letra
“P” e uma identificagdo que pode ser numérica ou por letras, por exemplo, GII.P4. e GII.Pe. Ja
na classificacdo pela regido do capsideo, o gendtipo vem indicado apds 0 genogrupo apenas na
forma de nimero, por exemplo Gll.4.

No Brasil, 0 NoV GlI.4 vem sendo o0 gen6tipo mais detectado ha muito tempo, incluindo
as variantes New Orleans_2009 e Sydney 2012 (HERNANDEZ et al., 2018). Entretanto, o
padrdo da circulacdo de cepas recombinantes, a exemplo da GII.P16-Gll.4 Sydney, vem
mudando. Recombinagdes como essa vem sendo cada vez mais descritas. Em nosso estudo
detectamos dois casos de NoV GI11.P16-Gl1.4 Sydney. O genétipo da polimerase GI1.P16 esta
crescentemente mais comum e varias recombinagdes estdo sendo detectadas (BARCLAY etal.,
2019; BARREIRA et al., 2017). Além de GllI.Pe-Gll.4 e GII.P16-Gll.4, sequenciamos uma
cepa do gendtipo GII.P16-Gll.3 e outra do GII.P4-Gll.4 (Den_Haag 2006). Essa variacdo
destaca a importancia do monitoramento molecular e caracterizagdo de cepas circulantes de
NoV, ao demonstrar que a distribui¢do de novas cepas recombinantes esta se tornando comum
em grandes proporgoes.

A epidemiologia molecular e os estudos de vigilancia da diversidade genética dos NoV
devem continuar e aumentar cada vez mais para monitorar a emergéncia e prevaléncia de novas
cepas e estabelecer os padroes de transmissdao (CHUCHAONA et al., 2019; PABBARAJU et
al., 2019). No Brasil, principalmente no Nordetes (NE), poucos estudos foram realizados para
detectar e caracterizar molecularmente o NoV, tanto em amostras de moluscos bivalves quanto
de humanos. Esses estudos sdo de extrema importancia, por necessidade da populacdo e do
meio ambiente (PAULA et al., 2018; PRATTE-SANTOS et al., 2019). Sobretudo em PE e na
PB, h& uma lacuna desses estudos. Esse foi o primeiro trabalho a pesquisar a presenca de NoV
em bivalves nesses Estados, além de também ser o primeiro a estabelecer dados clinicos dos

pacientes e as suas cepas circulantes em PE por um periodo de 4 anos.
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Em nosso estudo, foi possivel estabelecer uma linha de pesquisa inédita em PE e PB,
com destaque para o desenvolvimento de uma plataforma diagndstica e de sequenciamento no
IAM/FIOCRUZ-PE. Esperamos poder auxiliar o governo e os profissionais de satde no melhor
manejo clinico da doenca causada por NoV, com maior entendimento dos seus sintomas e da
populacdo afetada. Nossos dados também sdo importantes para a comunidade cientifica,
especialmente no Brasil, onde pudemos provar que o virus continua circulando e sofrendo

alteraces genéticas que permitem sua manutencdo na populacao.
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9 CONCLUSOES

a)

b)

f)

Uma nova técnica diagnostica foi padronizada para a detec¢do de NoV genogrupos Gl
e GllI, além do sequenciamento de Sanger e NGS para o genogrupo Gll;

Os moluscos bivalves analisados no periodo desse estudo ndo apresentaram risco de
contaminacgéo por NoV para a populacao;

A infeccdo por NoV em humanos apresenta caracteristicas clinicas bem descritas, com
diarreia e vomito sendo os sintomas mais comuns;

Quatro diferentes gendtipos (Gll.Pe-Gll.4, GII.P16-Gll.4, GII.P16-GIl.3 e GIl.P4-
Gll1.4) desse virus foram sequenciados a partir de amostras de fezes de humanos
infectados, e essa sequéncias foram disponibilizadas a comunidade cientifica;

Altas taxas de recombinacéo e a existéncia de diferentes geno6tipos circulantes em uma
mesma regido comprovam a grande diversidade genética do NoV;

Foi desenvolvida uma linha de pesquisa inédita em PE, com possibilidade de futuras
parcerias, sobretudo com a Secretaria de Saude do Estado para monitoramento continuo

da distribuicdo viral nessa regido.
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Abstract

Norovirus (NoV) is the main cause of gastroenteritis outbreaks all over the
world. Although NoV spreads mainly from person to person, it is estimated that 14% of
NoV outbreaks in developed countries are caused by foodborne transmission, a
disease rate that could be higher in settings with poorer sanitation and hygiene. Bivalve
mollusks are one of the most important foods involved in NoV transmission to humans.
In Brazil, the virus has become the most detectable viral pathogen in acute
gastroenteritis since the introduction of rotavirus vaccination. Little is known about NoV
prevalente in shellfish harvested and commercialized in the country. The aim of this
study was to map, for the first time, the distribution of NoV contamination in oysters
and mussels harvested and commercialized in the coast of Pernambuco state,
northeast Brazil. A total of 380 mollusks (260 oysters and 120 mussels) were collected
between February and August 2017 either directly from harvesting areas or obtained
from beach vendors in 17 sites in Pernambuco. Samples were processed and tested
for NoV contamination using a SYBR Green real-time PCR assay. All samples were
negative for NoV Gl or Gll contamination, suggesting a low risk of NoV contamination
from this food source during the study period. Additional surveys in different areas of
the Brazilian coast are warranted to monitor de risk of NoV infection upon seafood

consumption.

Keywords: Norovirus; real time PCR; Crassostrea rhizophorae; Mytella guyanensis
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1. Introduction

Norovirus (NoV) is the main cause of gastroenteritis outbreaks all over the world
(Baldridge et al., 2016). Every year, NoV infections result in nearly 685 million cases
and 200,000 deaths, causing significant economy impact (Li et al., 2017; Xiao et al.,
2017). In Brazil, the virus has become the most detectable viral pathogen in acute
gastroenteritis since the introduction of rotavirus vaccination, with detection rate from
four to 50% (de Andrade et al., 2014; Ferreira et al., 2008; Nakagomi et al., 2008;
O'Ryan et al., 2017; Ribeiro et al., 2008).

NoV are positive single strand RNA virus members of Caliciviridae family. Its
genome has approximately 7.7kb and encodes three open reading frames (ORF 1-3)
(Hardy, 2005). The Norovirus genus includes seven genogroups (GI-GVII) that infects
different species. Human norovirus (HuNoVs) belong to genogroups Gl, Gl and GIV
(Cortes-Penfield et al., 2017). Nov are transmitted by multiple routes, including person-
to-person, through environment fomites, contaminated water and food. The virus can
persist for long periods in the environment and as few as 18 virus particles are able to
establish an infection (Lopman, 2015; Moore et al., 2015).

NoV transmission is most often mediated by direct human-to-human contact.
However, it is estimated that 14% of NoV outbreaks in developed countries are caused
by foodborne transmission, a rate could that can be higher in settings with poor hygiene
and sanitation (Lopman, 2015). Mollusks are one of the most important foods involved
on NoV transmission. They are known for their bioaccumulation capacity since they
filter the surrounding environment where they live for feeding (Hassard et al., 2017).
NoV is the principal agent detected in oysters-associated outbreaks of gastrointestinal
disease (Alfano-Sobsey et al., 2012; Bellou et al., 2013; Elbashir et al., 2018; Woods
et al., 2016).

The contamination of shellfish by NoV is influenced by numerous factors,
including low solar radiation, low water temperature, low gage height, low salinity,
heavy rainfall, and strong offshore wind. Among these variables, low water
temperature is the most important indicator for oyster-associated NoV outbreaks
(Chenar and Deng, 2018). Viral detection in these animals is important to evaluate
water quality, which is usually based on bacterial parameters and does not viral agents.
This can mask the actual quality of water and food consumed by the population (Vieira
et al., 2012).
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There is still much to be elucidated about the biology and ecology of this
important foodborne pathogen (Moore et al., 2015). In Brazil, a few studies have
detected HuNoV in shellfish harvested in South and Southeast Brazil (Keller et al.,
2013; Souza et al., 2012; Souza et al., 2018). The Northeast region is one of the
favorite travel destinations in Brazil because of its stunning coastline and rich seafood
cuisine. One important state in the region is Pernambuco, where tourists and residents
are usually attracted by its recreational waters and beach-related activities (Barbosa
etal., 2018). NoV prevalence in humans in Pernambuco is about 7.9-19.6% (Nakagomi
et al., 2008; Santos et al., 2017; Xavier et al., 2009). To the best of our knowledge, no
study has investigated the presence of NoV in shellfish in the Northeast region of the
country. Thus, the aim of this work was to investigate the presence of NoV
contamination in oysters and mussels harvested and commercialized in the coast of

Pernambuco state, Brazil.

2. Methods

2.1. Sampling

A total of 380 mollusks, 260 mangrove oysters (Crassostrea rhizophorae) and
120 mangrove mussels (Mytella guyanensis), were collected between February and
August 2017 for this study. They were acquired in natura directly from harvesting areas
(n=250) or obtained from beach vendors (n=110). In some cases, samples were
harvested directly from mangrove by the team members (n=20). A total of 17 sites were
visited in the following coastal cities in Pernambuco state, Brazil: Goiana (Atapuz,
Barra de Catuama, and Tejucopapo beaches), Itapissuma (ltapissuma beach),
ltamaraca (Iltamaraca and Pilar beaches), Sirinhaém (Barra de Sirinhaém beach),
Recife (Boa Viagem, Brasilia Teimosa, and Ilha de Deus beaches), Cabo de Santo
Agostinho (Gaibu beach), Paulista (Maria Farinha and Pau Amarelo beaches), Ipojuca
(Porto de Galinhas beach), Tamandaré (Tamandaré beach) (Figure 1).

Mollusks were transported under refrigeration, using chiller blocks, to the
Virology Department of the Aggeu Magalhdes Institute (Fiocruz). During collection,
water temperature, ambient air temperature and source of the water consumed by

population were recorded. For each site, 10 oysters and/or 20 mussels were collected.

2.2 Shellfish processing
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Mollusks processing was performed as described by Jothikumar et al. (2005).
First, animals were washed with running water and then shucked individually using a
knife. Their digestive tissues were dissected using a sterile scalpel and transferred to
Petri dishes, where they were finely chopped. Samples from the same site were
weighed and pooled to form portions of 1-2g. After, the same volume of proteinase K
at 100 pg/mL were added, samples were mixed and incubated for 60min at 37°C in a
shaker incubator with agitation at 320 rpm. Samples were then incubated at 65°C
during 15min in a water bath to inactivate proteinase K. Finally, samples were

centrifuged at 3000x g for 5 min. Supernatant was kept under 4°C until RNA extraction.

2.3 RNA extraction

Viral RNA was extracted from 140 pL of processed shellfish supernatant using
QIAmp® Viral RNA Mini kit (Qiagen, USA), according to the manufacturer's
recommendations. RNA was eluted using 60 uL of AVE buffer and stored at -80°C until

use.

2.4 NoV positive controls

Positive NoV Gl and GllI controls (fecal suspension) were gently provided by Dra
Marize Miagostovich (Fundagdo Oswaldo Cruz-FIOCRUZ/RJ) and the Pernambuco
Central Laboratory of Public Health (LACEN/PE), respectively. Controls were cloned,
transcribed and used in all real-time RT-PCR reactions.

Specific fragments of NoV GI and GII were amplified by conventional RT-PCR
using ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega, Madison, WI, USA) and
GoTag® Green Master Mix (Promega, Madison, WI, USA) following the
manufacturer’s instructions. We used previously designed primers (Jothikumar et al.,
2005; Kageyama et al., 2003) that target the conserved region at the ORF1-ORF2
junction of the genome (Table 1). Amplicons were purified with the lllustra GFX PCR
DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare Life Sciences, USA) and cloned into
the pGEM®-T Easy vector (Promega, Madison, WI, USA) using 1:3 or 1:8 vector:insert
molar ratios. NoV positive clones were confirmed by colony PCR using the same
primers used for cloning and by Sanger sequencing. In brief, purified amplicons were
sequenced using the same primers used for cloning and the BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Sequencing was
performed on an ABI Prism 3100 Capillary Automatic DNA Analyzer. Sequences were
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analyzed using the Bioedit software, v7.0.5 (Carlsbad, CA, USA) and submitted to
Blast analysis (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) to confirm NoV identity.

In vitro transcription was carried out using Sacll-linearized plasmids and the
MEGAscript® SP6 Transcription Kit (Ambion, Life Technologies Corporation, CA,
USA), following the manufacturer’'s recommendations. Briefly, the digested product
was purified using lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare
Life Sciences, USA). Next, transcription reactions were performed with 8 pL of
linearized plasmid DNA, 2 pL of 10x Sp6 buffer, 2 pL of each phosphate ribonucleotide
(ATP, GTP, CTP and UTP) and 2 pL of Sp6 enzyme. RNA was treated with 5 pL of
TURBO™ DNase (Ambion, Life Technologies Corporation, CA, USA) per reaction and
incubated at 37°C for 30 minutes. Transcribed RNAs were treated with 115 pL of
nuclease free water and 15 pL of ammonia acetate. RNA was precipitated with 310 pL
of ethanol, and then resuspended and eluted in 36 L of nuclease free water and 4 uL
of RNaseOut® (Invitrogen, CA, USA).

To determine the analytical sensitivity of real-time RT-PCR, serial 10-fold
dilutions (from 101 to 1011 copies/puL) of an in vitro-transcribed NoV Gl or Gl RNA
were made in nuclease-free water and used for the assays. All experiments were done

in duplicate. RNA copy number was calculated based on the formula:

RNA concentration l
G/MD 6 0222107

Transcript size (bp)x 340

The standard curve was also used for viral quantification in unknown samples.

2.5 Oyster spike experiments

Oysters were artificially contaminated with serial 10-fold dilutions of a NoV
positive sample to analyze the sensitivity of the real-time RT-PCR assay. This
experiment also allowed determining the absence of real-time RT-PCR inhibitors in
oyster samples. Briefly, one gram of dissected oyster diverticulum was spiked with 100
uL of serially diluted (undiluted to 1:10,000 dilution) NoV Gll-positive fecal suspension

(2.7x104 copies/uL) and then processed as described above.
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2.6 NoV molecular detection

Real-time RT-PCR was performed using the GoTag® 1-Step RT-qgPCR System
(Promega, Madison, WI, USA) and the primers described in Table 1, which have been
previously designed by Jothikumar et al. (2005) and Kageyama et al. (2003). The 20
ML reaction was carried out using 10 pL of GoTagq® gPCR Master Mix 2X, 6uM of each
specific primer, 0.18 pL of CXR reference dye, 0.4 pL of GoScript® RT Mix, 6.22 pL of
nuclease free water and 2 puL of RNA. We performed NoV GI and NoV Gli
amplifications separately. PCR conditions were as follows: RT at 50°C for 30min; initial
denaturation at 95°C for 10min; 40 cycles of 95°C for 10s, 60°C for 30s and 72° for
30s, finishing with melting curve. Positive (standard curve) and non-template
(nuclease-free water) controls were used in every experiment. All PCR reactions were
run in duplicate. Melt curve analysis was carried out using the Applied Biosystems
7500 Software v2.0.6 (Life Technologies, CA, USA).

2.7 Statistical analysis

All statistical analysis were performed using the GraphPad Prism version 5.01
for Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) and the IBM SPSS Statistics
22.0 (Armonk, New York, USA) softwares. Statistically significant differences were
defined as p < 0.05.

3. Results

3.1 Shellfish sampling

A total of 380 mollusks (260 oysters and 120 mussels) were collected between
February and August 2017 along the entire coast of Pernambuco state, northeast
Brazil (Figure 1). A total of 17 sites were visited, in three seasons (fall, summer and
winter), totalizing 30 visits. In each site, 10 oysters and/or 20 mussels were collected.
Beaches names, number of samples collected and seasons when sites were visited
are shown in Figure 2. All animals were processed and the digestive tissue of samples
from the same site were pulled together to form portions of 1-2g. At the end, 233 tissue
samples were obtained. RNA was extracted from all these samples and kept at -80°C
until real-time RT-PCR.

3.2 Sample characterization
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The majority of mollusks collected for this study were wild-caught (96.7%) and
only small fraction was farm-raised (Figure 3A). Most shellfish samples were obtained
from fishermen (n = 250), followed by beach vendors (n = 110) and the research team
(n =20) (Figure 3B). The main source of water consumed by population in the beaches
visited was provided by Compesa (73.3%), a community water system company
responsible for water supply and sanitation services in Pernambuco state. In addition,
20% of drinking water was provided from deep wells sources and 6.7% from shallow
wells (Figure 3C).

During visits, water and ambient temperatures were also measured and
recorded. The mean of ambient temperature was 28.7°C (25-35°C + 2.092). Average
water temperature was 30.37°C (20-35°C + 3.201) (Figure 3D).

3.3 One-step SYBR® Green real-time RT-PCR standardization

In order to detect NoV contamination in shelfish, we first developed a one-step
SYBR® Green real-time RT-PCR assay using previously designed primers
(Jothikumar et al., 2005; Kageyama et al., 2003). Positive NoV GI and Gll controls
were amplified from human fecal suspension and cloned into a plasmid. Successful
cloning of desired inserts was confirmed by colony PCR and Sanger sequencing of
plasmids (data not shown). NoV RNA was produced by in vitro transcription of plasmids
and quantified by spectrometry. RNA concentration obtained was 4.85x1012 ssRNA
copies/ul for Gl and 4.79x1012 ssRNA copies/ul for GlI.

Serial 10-fold dilution of transcribed NoV RNA was used to construct standard
curves using concentrations varying from 101 to 108 copies/pL. The detection limit of
the real-time RT-PCR assay was defined as 4.85x104 ssRNA copies/uL for NoV Gl
and 4.79x102 ssRNA copies/uL for NoV GIl. However, linearity of RNA amplification
was obtained using 4.85x105-4.85 x108 copies for Gl and 4.79x104 - 4.79x108 copies
for GllI, with efficiency of 100% and 105%, respectively (Figure 4).

To determine the assay sensitivity and analyze the processing protocol, a spike curve
in oysters was constructed using a positive stool sample. Approximately 2.7x104
SSRNA copies/pL of NoV GII RNA was used to perform the spike experiment. This
sample was diluted until 2.7 copies/pL creating a 10-fold dilution curve. Each dilution
was inoculated into 1g portions of oyster digestive tissue and samples were processed
for RNA extraction. Under this condition, the real-time RT-PCR was capable to detect

NoV up to 2.7x103 copies/uL concentration point.
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3.4 Analysis of shellfish samples for NoV contamination

All 233 samples were tested in duplicate for NoV Gl and NoV Gll, together with
NoV transcribed RNA (standard curve) and non-template controls, by the one-step
SYBR® Green real-time RT-PCR assay. None of the shellfish samples had detectable
NoV contamination (Figure 5A).
Melt curve analysis was done to discriminate between the negative (water controls and
negative shellfish samples ) and positive NoV. Amplification of NoV GIl positive
controls produced amplicons with a melting temperature 7°C higher than negative
samples (80°C versus 73°C), which allowed a clear differentiation between positive
and negative samples (Figure 5B). Amplification of NoV Gl controls produced similar

melt curve pattern (data not shown)

4. Discussion

Information about NoV prevalent in shellfish harvested and commercialized in
Brazil is scarce and incomplete. This study comprises the first survey of the occurrence
of NoV in bivalve mollusks harvested and commercialized in the coast of Pernambuco
state, northeast Brazil. To fill this gap of knowledge, a total of 380 bivalve mollusks
were collected from harvesting areas or obtained from beach vendors in 17 sites in the
state of Pernambuco and tested for both NoV GI and NoV GlI by real-time RT-PCR.

One major obstacle in the laboratory diagnosis of NoV infection is the lack of a
tissue culture system for propagating the viruses (Cotton et al., 2017). Thus, RT-PCR
has been increasingly used for NoV detection around the world (de Andrade et al.,
2014; Jothikumar et al., 2005; Kageyama et al., 2003; Scipioni, Bourgot, et al., 2008).
The development of new techniques for rapid detection and molecular characterization
of NoV is highly desirable for better understanding of NoV epidemiology (Campos
and Lees, 2014). In this study, we standardized a rapid and inexpensive diagnostic
tool for NoV detection in shellfish based on real-time RT-PCR with SYBR Green
technology. Positive RNA controls for RT-PCR were produced by in vitro transcription
of cloned cDNA, a method that allows production of RNA controls in large quantities
for diagnostics purposes. The use of RNA standard curves also enables viral load

determination in chosen samples (Scipioni, Bourgot, et al., 2008).
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Despite being a cheaper alternative, SYBR Green sensitivity is usually lower
when compared to TagMan® or methods involving the use of probes (Gunson and
Carman, 2005). In our spike experiment, we showed a sensitivity of 2.7x103 RNA
copies/uL for real-time RT-PCR and proved that there was no significant influence of
oyster’s inhibitors on virus detection. Standard RNA curve could detect 4.85x104
copies of NoV Gl and 4.79x102 copies of NoV Gll. This sensitivity was higher than the
one described by Scipioni, Mauroy, et al. (2008) who obtained linearity in NoV
amplification in human stool samples in the range of 5.8x106 to 5.8x1011 copies.
Similar results were also obtained by Radin and D’Souza (2011) who developed a
SYBR Green-based real-time RT-PCR for NoV detection in lettuce, cherry tomatoes,
and green onions. Recently, Oshiki and co-workers developed a microfluidic nested
PCR amplification method for NoV detection in oyster and found that the assay could
detect 102-105 copies/g digestive tissue (Oshiki et al., 2018). Thus, our one-step
SYBR® Green real-time RT-PCR assay shows potential for routine use in diagnostics
and monitoring of NoV contamination in mollusks.

Bivalve mollusks are an important source of NoV contamination and have been
linked to several outbreaks in humans (Hassard et al., 2017; Woods et al., 2016).
Scientists all over the world have done NoV survey studies in mollusks, but the majority
of investigations have been undertaken in countries with temperate climate (Brake et
al., 2014; Costantini et al., 2006; Jothikumar et al., 2005; Le Mennec et al., 2017; Oshiki
et al., 2018; Seo et al., 2014). These studies have obtained a variable detection rate.
For example,Torok et al. (2018) conducted a national prevalence survey for NoV in
total of 300 oyster harvested Australia and did not find any positive samples. Low
prevalence of NoV in shellfish or even absence of contamination has also been
reported in other countries such as Greece, India, Japan, The Netherlands, Norway,
and Spain (Woods et al., 2016). On the other hand, high prevalence of NoV
contamination has also been reported. For instance, Le Mennec et al. (2017) detected
65% NoV positivity in oysters from a production area repeatedly implicated in oyster-
related gastroenteritis in France. Is hard to compare different studies because there
are variables such as the use of distinct processing and detection methods, virus
stability, water temperature and season (DePaola et al., 2010; Torok et al., 2018).

In Brazil, only a few groups had investigated NoV contamination in shellfish in
the South and Southeast regions of the country. The detection rate in these studies
has varied from 0 to 4.8% (Keller et al., 2013; Souza et al., 2012; Souza et al., 2018).
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This study was the first to investigate NoV contamination in shellfish from the Northeast
region of the country. All 380 oysters and mussels samples collected were negative for
NoV Gl and Gl, suggesting a very low prevalence of NoV in these animals. In
agreement with this Souza et al. (2012) did not detect any NoV GI or NoV GlI positive
samples in oysters harvested in regular cultivation areas in South Brazil. Our results
are also in accordance with the ones described by Souza et al. (2018). They collected
samples of Anomalocardia brasiliana clam monthly between November 2014 and April
2016 in South Brazil and found only two positive for NoV GI and none for NoV Gll.
Keller et al. studied bacterial and enterovirus contamination in shellfish harvested in
an area impacted by a continuous discharge of domestic sewage in Southeast Brazil.
Although they detected high prevalence adenovirus and rotavirus contamination in
both water and mussel samples, NoV was found in only 4.8% of water samples and
was not detected in the mussels (Keller et al., 2013).

It is important to analyze all factors involved in mollusks contamination,
improving epidemiological surveillance data. Detailed information of these elements
could help measuring contamination risk and prevent foodborne transmission (Campos
and Lees, 2014). Oyster-associated NoV outbreaks are influenced by the sum of
different factors, such as low solar radiation, low water temperature, low gage height,
low salinity, heavy rainfall, and strong offshore wind (Chenar and Deng, 2018).

Often, NoV outbreaks occur in winter and cold months (Campos et al., 2013;
Duizer et al., 2004). Low temperature is a prime factor for viral prevalence and viral
load in oyster. Higher viral concentrations were found in oysters collected in waters
with a temperature under 5°C than in oysters collected in areas with temperature above
10°C. The processes of bioaccumulation and purification of oysters may also be
compromised due to the decrease of its metabolism associated with low temperatures
(Campos et al., 2017).

To determine the possible seasonal variation of NoV prevalence, we visited
collection areas in different months. However, the Northeast Brazil is warm region, with
high incidence of solar radiation almost year round and the seasons are not well
defined. The mean temperature of water and ambient in our study were 30.37 and
28.7°C, respectively. Chenar and Deng (2018) predicted that high temperatures and
high solar radiation were the two major factors that reduce the risk of NoV
contamination. The high solar radiation increases temperatures and UV rays

incidence, promoting NoV inactivation and decreasing its stability. The high water
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temperature associated with oyster harvest for human consumption in suitable
catchment areas in Pernambuco may explain the absence of detectable NoV

contamination in our study.

5. Conclusions

Monitoring risks of NoV infections is extremely important to prevent outbreaks
among shellfish consumers and contribute to improvement of the estuarine
environment. Our results suggest that the food safety risk related to NoV acquisition
from shellfish harvested and commercialized in Pernambuco was low for the study
period. Results of the current survey provide important information for the gastronomic
tourism in Pernambuco and for the shellfish production chain in Northeast Brazil.
Additional studies in other coastal states in Brazil are warranted to determine the
prevalence of NoV in bivalve mollusks and will contribute to understand the
ecoepidemiology of NoV infection in tropical countries.
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Table 1. Primers used in the study

Primer Sequence Reference

JIVIF GCCATGTTC CGITGG ATG Jothikumar et al. (2005)
JIVIR TCC TTA GAC GCC ATC ATC AT Jothikumar et al. (2005)
JIV2F  CAA GAG TCAATG TTT AGG TGG ATG AG  Jothikumar et al. (2005)
COG2R TCGACGCCATCTTCATTCACA Kageyama et al. (2003)

Note: JJV1F and JJV1R primers amplify NoV Gl strains while JJV2F and COG2R
primers are specific NoV GlI.

Figure legends
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Figure 1. Study area. The map shows all states in Brazil and gray-shaded area is
Pernambuco, where the study was carried out. Colored areas indicate the counties

visited for shellfish collection.

Figure 2. Beach names, number of samples and seasons when samples were

collected.

Figure 3. Sample characterization. (A) Source of shellfish. (B) Origin of samples
obtained. (C) Source of water consumed by the population. (D). Water and ambient

temperature at time of collection.

Figure 4. One-step SYBR® Green real-time RT-PCR assay for NoV Gl (A and B) and
Gll (C and D). The linearity of the SYBR® Green real-time RT-PCR assay was
determined using a serially 10-fold diluted NoV RNA transcribed from plasmids
containing either the NoV GI (A) or GIlI (C) targeted region. (B) Standard curve
generated from amplification of NoV GI (B) or Gll (D) by real-time RT-PCR.

Figure 5. Analysis of shellfish samples for NoV contamination. (A) Shellfish samples
were processed and tested for NoV contamination by real-time RT-PCR along with
positive and negative controls. (B) Melt curve analysis to discriminate between NoV

positive and negative samples.
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APENDICE D - ARTIGO PUBLICADO NA MICROBIOLOGY RESOURCE

GENOME SEQUENCES

L

Partial Genome Sequences of Human Norovirus Strains from

Mortheast Brazil
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ANEXO A - CARTA DE ANUENCIA DO LACEN

o~

SECRETASIA DE SAGDE 0O ESTADO DE FERMAMSUCO ~ $85 Lk
SECRETARA EXECUTIVA OF VIGLANCIA BV SALCE .
E LADORATORIO CENTRAL DE SAUDE PUSLIGA
N “Dr. Wikten Dazurrs Scbesd~ - LAGEN PE ~  PERNAMBUCO
un A deverrrrors
Oficie n"2 %00/ 2017
Recda, 24 de novermnbeo de 2017
Prezado Senhor,

Em atencdo a solchacao de Cocperagao Técrwca do LACEN PE no
desernvolvimento do Progto de Sequencamento de Nova Geraglo pars
Norovirus usando a plataforma MiSagllluming, & de acordo com 8 Gerénca de
Diagndstico Laboratorial para Controle @ Pravengao de Dosncas - GDLCPD & a
Coordenagido de Diagnasticos de Doengas Virais - CODV, comunicamos nossa
CONCORDANCIA,

Colncame-nos 4 dsposican para escareomentos necedsinios

Alenciosaments

Ao M-&-.x'.aiu
Maria José Coato de Oliveira
Diretora Geral de Laboratdrios Pablicos em exercicio

Professor Dr, Lindomar José Pena
Fundagido Oswaldo Cruz - FIOCRUZIPE
Instituto Aggeu Magalhdes - IAM
Departamento de Virologia - LAVITE

Av. Professor Moraes Rego, s/in - Campus da UFPE
Raecife « PE, CEP 50.740-465

Ras et F Wiewa. SN - HocleVE - (P 50060318
Fooe Quwll) J101-54750417 - Fac (Tl 1) 1100 &0
orat lscerOuande pe oo v
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ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Comigd &= Etica
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Tiulo do Projeto: “"Caraclerizacdo Molecular dos Norovirus Clroulantes no
Estado de Permambucs”

Pesquisador responsavel: Lindomar José Pana

Instituicao onde sera reallzado o projeto: IAMFlocruz

Data de submissao ao CEP: 200052018

Registro no CAAE: 924.777.716.3.0000.5180

Nimero do Parecer na Plataforma Brasil: 2.840,085

PARECER

O Comité avallou @ considera que os procedimentos metodologicos do
Projeto em questio estio condizentes com a conduta ética que deve
nortear pesquisas envolvendo seres humanos, deé acordo com o Cdédigo
de Etica, Resolug#o 466/12 do Conselho Naclonal de Salde, de 12 de
dezembro de 2012 ¢ complementares,

O CEP/CPgAM reforga a necessidade de entrega de relatdrios parcial e
final, em cumprimento 3 Resolugdo CNS 466/1Z, capitulo XI, artigo 2d.
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