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RESUMO

Os virus do género Norovirus pertencem a familia Caliciviridae e sdo divididos em
cinco genogrupos (G) e 35 gendtipos, sendo Gl, Gl e GIV capazes de infectar humanos
e 0 gendtipo GlI.4 com suas variantes o de maior impacto epidemioldgico. Os norovirus
(NoV) séo os principais agentes de surtos de gastroenterite aguda (GA) em todo o
mundo, infectando individuos de todos os grupos etérios. No Brasil, a importancia
destes virus em casos esporadicos e de surtos de GA tem sido demonstrada pela
prevaléncia e diversidade dos virus circulantes em alguns estados, embora ainda nédo
exista um sistema de vigilancia rotineiro que investigue a prevaléncia desses virus em
todo o pais. A auséncia de dados sobre a caracterizagdo molecular dos NoV no estado
do Rio Grande do Sul (RS) chama atencdo pelo nimero de surtos de GA relatados nos
altimos anos. O objetivo desta dissertacdo foi realizar um estudo de epidemiologia e
caraterizacdo molecular de NoV provenientes de casos de GA decorrentes de surtos
ocorridos no RS no periodo de 2004 a 2011, contribuindo para o estabelecimento da
vigilancia epidemiologica e molecular desses virus. Com esta finalidade, foram
analisadas 2265 amostras de fezes enviadas pelo Laboratorio Central do Rio Grande do
Sul (LACEN-RS) do estado ao Laboratdrio de Virologia Comparada e Ambiental
(LVCA) provenientes de 741 surtos ocorridos neste periodo. Para detec¢do simultanea
dos NoV GI e GIlI foi realizada a reacdo em cadeia da polimerase precedida de
transcricdo reversa (RT-PCR), tendo como alvo de amplificacdo a regido da RNA
polimerase viral RNA dependente (RdRp), conhecida como regido B. NoV foi
detectado em 36,1% (817/2265) das amostras estudadas, sendo associado a 327 (44,1%)
surtos, dos quais 60,5% (109/180) ocorridos no ano de 2006. A analise dos aspectos
epidemiologicos revelou uma tendéncia no aumento da taxa de infec¢do de acordo com
0 aumento do grupo etario, assim como uma sazonalidade dos virus nos meses de
primavera e inverno, com taxas de deteccdo de 41,9% e 43%, respectivamente. Em
relacdo aos aspectos clinicos, vomito e dor abdominal foram as manifestacbes mais
observadas nos individuos infectados. Para a caracterizacdo molecular dos virus, de
cada um dos oito anos de estudo, foram selecionados aleatoriamente 142 virus
representativos das sete mesorregides que compdem o estado. A caracterizacdo em Gl e
GIl foi realizada pelo sequenciamento parcial dos nucleotideos pela amplificacdo
genomica de duas regides que codificam a proteina do capsideo viral (VP1),
denominadas regido C e D. Deste total, 110 virus foram caracterizados como GlI
(77,4%) e duas como Gl (1,4%), sendo o Gll.4 (72,3%) o gendtipo mais detectado,
seguido pelo GII.6 (9,8%). Em menor numero também foram caracterizados GllI.2,
GIL.3, Gll.4, Gll.6, GIl.12, GII.13, Gll.14, GIl.15, GII.17, GlI.21, GlI.1 e GI.3. Com 0
subsequente sequenciamento da regido P2, também localizada na VP1, foram
identificadas cinco variantes do Gll.4 circulando no estado, nomeadas: 2003, 2004,
2006a, 2006b e 2010. A variante 2006b foi detectada em 47,8% (22/46) das amostras,
seguida da variante 2010 com 41,3% (19/46) de deteccdo entre os Gll.4. A grande
diversidade de gendtipos encontrados e alta prevaléncia do gendtipo Gll.4 e suas
variantes corrobora a necessidade de se manter uma vigilancia epidemioldgica e
molecular desses virus no pais, principalmente devido a associacdo do surgimento de
novas variantes a surtos de de NoV de dimensdes globalizadas.

Palavras-chave: norovirus; gastroenterite; genétipos; epidemiologia molecular.
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ABSTRACT

Viruses of the genus Norovirus belongs to the family Caliciviridae and are divided into
five genogroups (G) and 35 genotypes, Gl, GIl and GIV able to infect humans and the
genotype GlI.4 and its variants has the highest epidemiological impact. The norovirus
(NoV) are the main agents of outbreaks of acute gastroenteritis (AG) worldwide,
infecting individuals of all age groups. In Brazil, the importance of these viruses in
sporadic cases and outbreaks of AG has been demonstrated by the prevalence and
diversity of circulating viruses in some states, although there is no system of routine
surveillance to investigate the prevalence of these viruses across the country. The
absence of data on the molecular characterization of NoV in the state of Rio Grande do
Sul (RS) stands out by the number of outbreaks of AG reported in recent years. The aim
of this dissertation was perform a study of the epidemiology and molecular
characterization of NoV from cases of AG due to outbreaks in the RS state from 2004 to
2011, contributing to the establishment of epidemiological and molecular surveillance
of these viruses. For this purpose, we analyzed 2265 stool samples sent by the Central
Laboratory of RS (LACEN-RS) of the state to Virology Laboratory Comparative and
Environmental (LVCA) from 741 outbreaks in this period. For simultaneous detection
of Gl and GII NoV was performed polymerase chain reaction reverse transcription (RT-
PCR), aiming the target amplification the region of viral RNA dependent RNA
polymerase (RdRp), known as Region B. NoV was detected in 36,1% (817/2265) of the
samples studied, and linked to 327 (44,1%) outbreaks, of which 60,5% (109/180)
occurred in 2006. The analysis of epidemiological revealed a tendency in the increased
rate of infection in accordance with increasing in the age, as well as seasonality of virus
in the months of spring and winter, with detection rates of 41,9% and 43%, respectively.
Regarding clinical aspects, vomiting and abdominal pain were the most observed
manifestations in infected individuals. For the molecular characterization of the viruses,
each of the eight years of the study, were randomly selected 142 representative viruses
of the seven mesoregions belonging to state. The characterization in GI and GIlI was
performed by partial sequencing of genomic amplification of nucleotides by two regions
that encodes viral capsid protein (VP1), termed region C and D. Of this total, 110
viruses were characterized as Gll (77,4%) and two as Gl (1,4%), being the Gll.4
(72,3%) genotype mostly detected, followed by GI1.6 (9,8%). In lower number were
also characterized GI1.2, GII.3, Gll.4, GIl.6, Gll.12, GII.13, Gll.14, GIl.15, GII.17,
GI1.21, and GI.1 GI.3. With the subsequent sequencing of the P2 region, also located in
VP1, we identified five variants of GIl.4 circulating in the state, namely: 2003, 2004,
2006a, 2006b and 2010. The variant 2006b was detected in 47,8% (22/46) samples, then
the variant 2010 with 41,3% (19/46) between the GII.4 detection. The great diversity of
genotypes found and high prevalence of genotype GII.4 and its variants supports the
need to maintain a molecular and epidemiological surveillance of these viruses in the
country, mainly due to the association of the emergence of new variants of NoV with
outbreaks of globalized dimensions.

Keywords: Norovirus; gastroenteritis; genotypes; molecular epidemiology.
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1-Introducéo

1.1-Gastroenterites

O termo gastroenterite inclui uma variedade de estados patoldgicos cuja
principal manifestacdo é a diarreia, que pode vir acompanhada de nausea, vomito e
dores abdominais (CDC, 2011). Diarreia é a segunda maior causa de mortes em criancas
menores de cinco anos de idade, com cerca de 1,5 milhdo de obitos por ano em todo o
mundo (WHO, 2011). A perda de aguas e eletrélitos pode levar a desidratacdo grave e
morte, principalmente em criangas mal nutridas e imunocomprometidas (WHO, 2011).

Em todo 0 mundo, bilhGes de individuos ndo possuem acesso a agua tratada e/ou
saneamento basico, fatores que aumentam o risco de transmissdo de doencas diarreicas
(Priiss-Ustiin et al., 2008; WHO, 2011). Entretanto, a diarreia acomete individuos de
todas as classes sociais, tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento,
apesar de haver uma correlacdo entre a gravidade da doenca e pobreza (Keusch et al.,
2006).

Os patdgenos que podem causar doencas diarreicas incluem virus, bactérias,
protozoarios e helmintos. Os principais virus envolvidos com doencas diarreicas sdo o
rotavirus-A (RV-A) e o norovirus (NoV), sendo o NoV considerado o agente mais
comum em casos de surtos de gastroenterite aguda (GA) viral em adultos e o segundo
mais comum em casos de diarreia grave em criancas menores de cinco anos de idade

(WHO, 2011).



1.2-Histdrico e classificacao

A partir da década de 1940, pesquisadores sugeriram que 0s quadros de
gastroenterites ndo poderiam ser atribuidos exclusivamente a bactérias e protozoarios
(Badger et al., 1956; Dingle et al., 1956). Para confirmar essa hipdtese, estudos clinicos
foram conduzidos com voluntarios que foram expostos a filtrados de vomito e fezes de
individuos doentes (Gordon et al., 1947). Entretanto, mesmo depois de 20 anos ainda
continuava desconhecido o patdgeno que causava a doenca.

No ano de 1968, 50% dos alunos e professores de uma escola elementar na
cidade de Norwalk, Ohio foi acometido por uma doenga caracterizada principalmente
por vOmito, ndusea, dores abdominais e diarreia, sintomas semelhante a denominada
“winter vomiting disease”, descrita em 1929 (Zahorsky, 1929). Nenhuma bactéria foi
detectada, tornando suspeito um agente viral como causador da doenca. Tentativas de
recuperar 0 patdgeno por meio de propagacdo em cultivo celular ndo foram bem
sucedidas (Adler & Zickl, 1969). Estudos de caracterizacdo do patdgeno utilizaram
filtrados em voluntarios e revelaram que o agente “Norwalk” era uma particula pequena
(menor que 36nm) e resistente a éter, acido e altas temperaturas. Mais uma vez, a
tentativa de propagacao do patdgeno em cultivo de células e in6culo em animais nao foi
bem sucedida (Dolin et al., 1971, 1972).

Kapikian e colaboradores (1972), com o uso de imuno microscopia eletrdnica
(IME), visualizaram particulas de 27nm de diametro (Figura 1.1), provenientes de fezes
de voluntarios que foram expostos a filtrados de fezes derivadas de pacientes do surto
de Norwalk. Complexos antigeno-anticorpo foram formados pela precipitacdo das

particulas virais apos utilizacdo de soro de um paciente que desenvolveu a doenca apés



exposicdo com filtrado. Esses complexos foram visualizados por microscopia eletronica
e denominados Norwalk-like viruses.

A morfologia caracteristica dos calicivirus, denominados Small Round
Structured Viruses (SRSV), foi observada por Madeley e Cosgrove no ano de 1976
(Madeley & Cosgrove, 1976). Varios surtos que ocorreram nos anos seguintes foram
associados aos SRSV, confirmando ser um patégeno causador de doenca intestinal
humana (Chiba et al., 1979; Cubitti et al., 1979). Entretanto, somente em 1981,
Greenberg e colaboradores publicaram um estudo que demonstrava a presenga de uma
proteina estrutural de 59 kDa no agente Norwalk e sugeriram que esse agente pertencia

a familia Caliciviridae (Greenberg et al., 1981).

Figura 1.1: Agregado de particulas do agente Norwalk-like virus encontrado em
filtrados de fezes por imunomicroscopia eletrénica. Adaptado de Kapikian e
colaboradores (1972).

A familia Caliciviridae havia sido criada anteriormente pelo Il1I Comité

Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) (Matthews et al., 1979). Seu nome foi



derivado da palavra em latim calix, em virtude da estrutura de calice formada por
depressdes visualizadas na superficie do capsideo de simetria icosaédrica desses virus.
Uma caracteristica comum aos calicivirus inclui a proteina VVPg (Viral Protein genome-
linked), envolvida na replicacdo do genoma, ligada covalentemente ao RNA viral na
extremidade 5°, onde em outros virus fica um cap metilado (Black et al., 1978;
Burroughs & Brown, 1978).

Com o advento das técnicas moleculares, Jiang e colaboradores forneceram
evidéncias de que os Norwalk-like virus eram calicivirus por meio da clonagem e
sequenciamento completo de seu genoma, demonstrando que este consistia de um RNA
fita simples poliadenilado (Jiang et al., 1990). Outros estudos corroboraram a inclusédo
desses virus na familia Caliciviridae com elucidacdes a respeito do genoma completo
dos Norwalk e também de outros calicivirus, como os SRSV (Jiang et al., 1993; Ando et

al., 1994; Hardy & Estes, 1996; Atmar et al., 2001).

Em 1998, o ICTV determinou que os géneros da familia Caliciviridade seriam
definidos por clados geneticamente distintos com embasamento em analise filogenética.
Atualmente, a familia possui cinco géneros: Vesivirus, Lagovirus; Norovirus com

prototipo Norwalk virus; Nebovirus e Sapovirus (Clarke et al., 2011).

Utilizando o método de distdncia sem correcdo, baseado na sequencia
aminoacidica completa do capsideo viral (ORF2), Zheng e colaboradores (2006)
propuseram um sistema de classificacdo filogenético para o género Norovirus (NoV)
classificando-0s em genogrupos (G) e geno6tipos (GG). Para pertencerem ao mesmo G,
a sequencia aminoacidica completa da ORF2 deve apresentar distancia entre 45-61,4%;
virus com distancia entre 14,3-43,8% sdo agrupados em diferentes GG e de 0-14.1%
agrupados em diferentes estirpes. Com esta classificagdo os NoV foram divididos em

cinco G: GI-V, sendo os Gl, Il e IV responséveis por infec¢cdes em humanos. Ao todo,
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foram descritos 35 gendtipos, sendo oito Gl, 21 Gll, trés Glll, dois GIV e um GV
(Figura 1.2).

Recentemente, Zheng e colaboradores (2010), analisando filogeneticamente
sequencias completas da ORF2 de NoV Gll.4, definiram como variantes deste
gendtipos virus que apresentam mais de 5% de variagdo na sequencia aminoacidica da
VP1. As variantes sdo nomeadas de acordo com o ano e/ou local onde foram isoladas,
sendo as principais: US95/96; variante 2002 ou Farmington Hills; 2004 ou Hunter;

2006a ou Laurens; 2006b ou Minerva e 2010 ou New Orleans (Figura 1.3).

Gll (humano e suino)

GV (murino)

Gll20 Glis

Gll.1g
Gll.7

Gll9

Gllg Gll.i4

Gl (humano)

GIV (humano, cio e felino)

Figura 1.2: Classificacdo dos norovirus em cinco genogrupos (GI-GV) e 35
genotipos, com base na analise filogenética da sequencia completa da proteina de
capsideo VP1. Adaptado de CDC (2011).
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Figura 1.3: Arvore filogenética baseada na sequencia nucleotidica do gene que
codifica a proteina de capsideo VP1, mostrando as principais variantes de

norovirus Gll.4 e os anos em que circularam. Adaptado de Bull e colaboradores
(2011).

1.3- Genoma e morfologia viral

O genoma dos NoV é constituido por um RNA de fita simples, polaridade
positiva de aproximadamente 7,7 Kb. Esta organizado em trés fases abertas de leitura

(ORFs 1, 2 e 3), uma regido ndo traduzida (UTR) em cada uma das extremidades 3’ ¢ 5’



¢ uma cauda poli (A) na extremidade 3’ do genoma viral. Estes virus possuem ainda um
RNA subgendmico de aproximadamente 2,3 Kb contendo as ORFs 2 e 3 e uma UTR
em sua extremidade 3’ (Figura 1.4). A ORF 1 possui aproximadamente 5Kb,
representando cerca de 65% do genoma viral e codifica uma poliproteina ndo estrutural
de 193 a 200 kDa, que € clivada proteoliticamente nas seguinte proteinas: a) p48, que
regula o transporte de vesiculas e inibe a expressdo de proteinas de superficie da célula
hospedeira e ainda fornece suporte para a maquinaria de replicacdo; b) p40 que tem
funcdo de nucleosideo trifosfatase (NTPAse); c) p22 (ou p20, depende do genogrupo)
que inibe a secrecdo de proteinas da célula hospedeira; d) VPg que € uma proteina que
pode atuar como um iniciador da replicacéo viral, apos sua uridilizacdo, e atua ainda no
recrutamento de fatores de traducéo e também o RNA viral a maquinaria de traducéo da
célula; e) 3CL P que esta envolvida na clivagem da poliproteina codificada pela ORF1
e finalmente a RNA polimerase RNA dependente (RpRd) que replica o genoma viral e
gera Vpg uridilada. As ORF2 e ORF3 codificam as proteinas estruturais do capsideo
viral VP1 (58-60 kDa) e VP2 (208-268 kDa). Na extremidade 5’ do RNA gendmico ¢
subgendmico se encontra ligada covalentemente a proteina VPg, de aproximadamente
15 kDa, que pode estar associada a sintese de novas moléculas de RNA viral (Nilsson et

al., 2003; Hardy, 2005; Karst, 2010; Jiang et al., 1993).
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Figura 1.4: Representacdo esquematica da organizacéo gendémica dos norovirus. A
a) Representacdo das ORF1, ORF2 e ORF3. b) ORF 1-poliproteina ndo estrutural
composta pelos dominios p48: proteina amino-terminal; NTP: proteina nucleosideo
trifosfatase (NTPase); p22: proteina p22; VVPg: proteina viral de ligacdo ao genoma; 3C:
protease 3C-like(3CL™); RdRp: RNA polimerase RNA dependente; ORF2 - VP1:
proteina principal do capsideo; S, P1, P2: subdominios da proteina VP1; ORF3- VP2:
proteina menor do capsideo; AAA,: Cauda Poli(A); RNA subgendmico contendo os
genes que codificam as proteinas virais do capsideo. c¢) A VP1 é constituida por: N:
regidao amino terminal, S, P1, P2: subdominios da proteina VP1. Adaptado de Meyers
(2000), Donaldson (2008).

A particula viral é ndo-envelopada, esférica e possui simetria icosaédrica,
medindo de 26 a 37 nm de diametro. O capsideo é formado por dimeros da proteina
VP1 organizados em 90 capsémeros que formam 32 depressdes em sua superficie. A
proteina de capsideo VP1 é a maior proteina do capsideo viral, com aproximadamente
530 aminoéacidos (aa). Dois dominios conservados flanqueiam um dominio central
varidvel que possui propriedades antigénicas que podem definir a especificidade de

diferentes estirpes. A VP1 possui dois dominios denominados S (shell) e P



(protrunding) unidos por uma dobradica (Figura 1.5). O dominio S fica localizado na
porcdo N-terminal e € o responsavel pela forma icosaédrica do capsideo viral. O
dominio P interage em dimeros, conferindo ainda mais estabilidade ao capsideo, além
de formar protrusdes observadas no virion quando analisados ao microscopio eletronico
(ME). O dominio P € subdividido em dois subdominios, P1 e P2. O subdominio P2
contém uma regido hipervariavel que tem papel importante na ligagdo com receptor
celular e na atividade antigénica, além de ser responsavel pela interacdo com o sistema
histo-sanguineo ABO, que esta associado com a susceptibilidade a infeccdo por NoV. A
proteina VP2 possui aproximadamente 268 aa e esta presente no virion em uma ou duas
copias (Figura 1.5). A regido da proteina entre os aminoacidos 108 e 152 compreende o
dominio de interagdo com a proteina VP1. Sua sequencia nucleotidica € altamente
variavel entre as diferentes estirpes virais. Esta envolvida com a encapsidacdo do RNA
viral e estabilizacdo dos dimeros da proteina VP1, auxiliando na resisténcia a
degradacéo por proteases. A VP2 atuaria inda na manutencdo da estabilidade do RNAm
da ORF2 e, desta forma, na regulacdo dos niveis de expressao da proteina VP1 (Prasad

et al., 1999; Hardy, 2005; Bertolotti-Ciarlet et al., 2003; Tan & Jiang, 2005).
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Figura 1.5: Estrutura do capsideo de uma particula de Norwalk-like virus. (A)
Representacdo da superficie do capsideo viral; (B) corte transversal do capsideo; (C)
Dimero da proteina VP1 do capsideo viral. Noventa dimeros formam a proteina VP1
inteira; (D) Monoémero da proteina VP1 do capsideo viral. Cada monémero é dividido
em dominios (S e P) e subdominios (P1 e P2); (E) representacdo das posicOes dos
dominios S, P1, P2 da VP1 na ORF2. Adapatado Scipioni (2008) e Tan & Jiang (2007).

1.4-Caracteristicas fisico-quimicas

Os NoV mantém sua infecciosidade a pH 2.7 durante trés horas a temperatura
ambiente, a tratamento com éter 20% por 18°C por 18 horas e a exposic¢ao a temperatura
de 60°C por 30 minutos (Dolin et al., 1972). Esses virus tém capacidade de flutuacdo em

cloreto de césio de 1,33 a 1,41 g/cm® e se mostraram mais resistentes a tratamento por
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cloro do que os poliovirus tipo 1, rotavirus humanos e simios e bacteriéfagos F1
(Keswick et al., 1985). Também séo resistentes ao tratamento com ions de cloro a uma
concentracdo 3.75 a 6.25 mg/L; a mesma utilizada em sistemas de distribuicdo de agua
de consumo. Os NoV podem ser inativados pelo tratamento com ions de cloro na
concentracdo de 10mg/L (Green et al., 2007).

Estudos recentes documentaram a redugdo de NoV felinos e murinos em 4 logio
apos exposicdo a hipoclorito de s6dio a 5.000 p.p.m em periodo de cerca de 4 minutos
(Park et al., 2006). Outros estudos tém documentado a eficacia do tratamento com
hipoclorito de sodio na desinfec¢do de superficies ambientais contaminadas por NoV,
sendo recomendado extensivamente na descontaminacdo de superficies (Doultree et al.,
1999; Park et al., 2007). Produtos que contém compostos fenolicos, como triclosan e
compostos de aménio quaternario, sdo menos eficazes contra virus ndo envelopados,
como os NoV (Eleraky et al., 2002, Jimenez et al., 2006; Park et al., 2007). A inativagdo
por radiacdo ultravioleta é dose dependente (280 — 320 nm) para os calicivirus caninos e
felinos e a pasteurizacdo a 62°C por 30 minutos e 70°C por 2 minutos se mostraram
eficazes na inativacdo desses virus. Foi observado ainda que se mantém estaveis em pH
<3 ou > 7 e apds 30 minutos expostos a etanol 70% (Duizer et al., 2004).

O CDC (Center for Disease Control and Prevention) recomenda o uso de
solucéo de hipoclorito a 1000 a 5000 p.p.m. (5 a 25%) para a desinfeccédo de superficies
ambientais ndo porosas ou outro produto que esteja registrado na lista disponibilizada
pela EPA (Environmental Protection Agency) (EPA, 2012). Entretanto, devido a
impossibilidade de propagar NoV humanos em cultivos celulares, a eficacia de muitos
produtos utilizados na inativacdo dos NoV devem ser interpretadas com cautela, pois
grande parte dos estudos sdo realizados baseados na investigacdo de calicivirus felinos

ou NoV murinos, os quais apresentam propriedades fisico-quimicas diferentes das
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pertencentes aos NoV humanos e portanto podem néo apresentar a mesma eficacia na
desinfeccdo (CDC, 2011). Hewitt e colaboradores (2009) demonstraram que NoV
humanos Gl e Gll reduzem apenas 0,8 log;o pela exposicdo a temperatura de 63°C apds
5 minutos ou 72°C ap6s dois minutos, enquanto que NoV murinos reduziam 1 logso.
Essas observacdes demonstraram que 0os NoV humanos sdo mais resistentes a inativacao
por calor do que NoV murinos, o que indica que a extrapolacdo de parametros de

inativagcdo dos NoV deve ser cautelosa.

1.5-Cliclo replicativo

Devido a auséncia de sistema de cultivo celular ou modelo animal que
possibilitem a replicacdo viral, pouco se conhece a respeito do ciclo replicativo dos
NoV humanos. No entanto, 0 conhecimento sobre estratégias de replicacdo de outros
virus RNA polaridade positiva e estudos sobre a replicacdo de calicivirus felinos tém
fornecido importantes informac6es sobre a replicacdo dos NoV humanos (Green et al.,
2007).

Os NoV humanos reconhecem antigenos de superficie presentes em ceélulas
epiteliais de mucosa e eritrocitos de humanos, os antigenos histo-sanguineos (HBGA).
HBGA sdo carboidratos ligados a proteinas ou lipidios da superficie celular e sua
sintese é controlada pelas enzimas fucosiltransferases (FUTL1, 2 e 3). Essas enzimas sdo
codificados por genes polimérficos ABO, Lewis e secretor. Individuos que possuem o
gene FUT2 (cerca de 80% da populacdo) selvagem sdo considerados secretores e sao

susceptiveis & infeccdo por NoV, individuos com o gene FUT2 nulo (cerca de 20% da
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populacdo) ndo sdo secretores e sao resistentes a infeccdo por NoV (Lindesmith et al.,
2003).

A adsorcao dos NoV ocorre pelo subdominio P2 da proteina VP1 do capsideo
viral com a ligagdo ao antigeno de superficie celular HBGA. O virus entra na célula e
seu genoma é liberado no citoplasma. A proteina Vpg ligada a extremidade 5’ do RNA
viral interage com a maquinaria de traducdo celular e a traducéo é entdo iniciada. A
poliproteina codificada pela ORF é clivada pela 3CLP nas proteinas virais néo
estruturais (Sosnovtsev et al., 2003). As ORF1 e ORF2 s&o traduzidas a partir do RNA
genémico e subgendmico, dando origem a VP1 e VP2 respectivamente (Hardy, 2005).
Da mesma forma que ocorre em outros virus RNA de polaridade positiva, replicacdo do
RNA viral esté associada & membrana da célula hospedeira. A sintese da fita de RNA de
polaridade negativa ¢ iniciada a partir da extremidade 3’ tendo como molde o RNA
gendmico, para isso a proteina \VPg € uridilada e funciona como um iniciador. E a partir
das fitas de RNA de polaridade negativa que novas fitas de RNA genémico e
subgendmico serdo sintetizadas (Neill & Mengeling, 1988; Gutiérrez-Escolano et al.,
2000). Néo existem muitas informacdes que elucidem aspectos do empacotamento,
maturacdo e liberacdo das particulas de NoV, entretanto a apoptose induzida por
mudancas na membrana celular foi associada como um dos mecanismos que facilitam

liberacdo das particulas virais (Sosnovtsev et al., 2003; Green et al., 2007).
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1.6-Manifestacdes clinicas, patogénese e tratamento

O periodo de incubacdo do NoV é de 24 a 48 horas, com resolucdo dos sintomas
de 12 a 72 horas, podendo durar até 6 dias (Estes et al., 2006; Glass et al., 2009; Karst,
2010). Diversos estudos demonstram que a taxa de individuos assintomaticos pode
variar de 12 a 30% podendo representar uma importante fonte de infeccdo (Garcia et al.,
2006; Amar et al., 2007; Ferreira et al., 2008). Adultos infectados experimentalmente
podem eliminar o virus de quatro a oito semanas em média, e pode ser detectado por
RT-PCR por até trés semanas ap0s o surgimento dos sintomas em 25% de pessoas
infectadas (Cheesbroughet al., 1997; Rockx et al., 2002; Atmar et al., 2008). Em
pacientes imunocomprometidos esse periodo pode durar meses ou até mesmo anos
(Gallimore et al., 2004; Simon et al., 2006; Frange et al., 2012). Pacientes, sintomaticos
ou ndo, que eliminam o virus de forma crbnica elevam o risco de surtos e
contaminacdes nosocomiais, além de possibilitarem o aumento da diversidade viral
intra-hospedeiro (Sukhrie et al., 2010; Wingfield et al., 2010; Bull et al., 2012).

Os sintomas da infeccdo por NoV incluem diarreia e vomito, podendo ser
acompanhado de dor abdominal, nauseas cefaleia, mialgia e febre baixa (Glass et al.,
2009; Karst, 2010). O vomito € relativamente prevalente em criancas menores de um
ano de idade enquanto que em criangas maiores de um ano a diarreia é o principal
sintoma (Rockx et al., 2002; Lopman et al., 2004). Em grupos de risco como lactantes,
criancas menores de cinco anos e imunocomprometidos, as manifestacdes podem ser
mais graves e duradouras, aumentando a probabilidade de desidratacdo (Zintz et al.,
2005; Kirkwood & Streitberg, 2008; Glass et al., 2009; Westhoff et al., 2009). Da
mesma forma, em pacientes idosos a infeccdo por NoV pode ser agravada, resultando

até mesmo em Obito (Mattner et al., 2006; CDC, 2007). Pacientes com doenca
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inflamatoria intestinal podem apresentar diarreia sanguinolenta se infectados por NoV
(Khan et al., 2009).

Devido a falta de um sistema de cultura de células e de um modelo animal que
possibilitem a infeccdo por NoV humanos, todo o conhecimento adquirido sobre sua
patogénese é proveniente de observaces clinicas, estudos histoldgicos e bioquimicos a
partir de voluntarios humanos infectados (Blacklow et al., 1972; Schreiber et al., 1974;
Troeger et al., 2009). Recentemente, estudos com bovinos, suinos e murinos tém
auxiliado no entendimento da patogénese dos NoV (Cheetham et al., 2006; Mumphrey
et al., 2007; Troeger et al., 2009). Algumas das alteracdes histologicas da mucosa
intestinal de um individuo infectado incluem o alargamento e encurtamento das
vilosidades, aumento da vacuolizacdo citoplasmatica, edema celular e hiperplasia das
células da cripta (Blacklow et al., 1972; Schreiber et al., 1973; Schreiber et al., 1974;
Troeger et al., 2009). Alguns estudos sugerem que o NoV induza apoptose celular em
humanos, suinos e murinos (Cheetham et al., 2006; Mumphrey et al., 2007; Troeger et
al., 2009).

O tratamento para a GA provocada por NoV € a reidratacéo oral e reposicao de
eletrolitos se o paciente estiver capaz de beber liquidos. Caso o paciente apresente
vOmito e desidratacdo grave, a reidratacdo deve ser feita com fluidos intravenosos. Em
casos muito criticos em adultos, além da reidratacdo, podem ser administrados farmacos
anti-secretores e atimotilidade (Glass et al., 2009). Nenhum antiviral contra NoV foi
desenvolvido, embora tenha sido observado que interferons e ribavirina inibam de

forma eficaz a replicacdo desses virus (Chang et al., 2007).
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1.7- Prevencdo e controle

Algumas medidas de prevencdo podem diminuir os riscos de infeccdo por NoV
como a higiene das mdos com agua e sabdo, principalmente ap6s usar o banheiro e
trocar fraldas de bebés, antes de fazer refeicbes ou de manipular alimentos.
Desinfetantes a base de alcool podem ser utilizados, mas ndo como substitutos da
lavagem das méos. Alimentos como frutas e verduras devem ser lavados e moluscos
filtradores devem ser cozidos completamente. Superficies de preparo de alimento
devem ser desinfetadas, utensilios de cozinha, toalhas e uniformes devem ser lavados.
(CDC, 2011)

O controle da contaminacdo de alimentos, agua, superficies ambientais e
fomites, assim como a higiene adequada de manipuladores de alimentos € fundamental
na reducdo da transmissdo de NoV (Glass et al., 2009). E recomendado o afastamento
de manipuladores de alimentos infectados por no minimo 3 dias apos a resolucao dos
sintomas e, para evitar a transmissdo pessoa-pessoa, adultos e criancas infectados
devem se manter afastados das atividades escolares e de trabalho pelo mesmo periodo
de tempo. Apds episodios de vomito e diarreia, superficies contaminadas devem ser
desinfetadas com solucédo de hipoclorito a 5-25% ou 1000 a 5000 p.p.m. (CDC, 2011).
Apdls um ou surto ou epidemia com duracdo prolongada, interromper o funcionamento
de estabelecimentos como navios de cruzeiro, resorts, acampamentos e restaurantes é
essencial para evitar a exposicdo de uma nova populacdo de susceptiveis (Patel et al.,
2009).

Em hospitais e unidades de salde as superficies, equipamentos e fomites devem
ser desinfetados periodicamente com produtos que possuam atividade contra NoV

(CDC, 2011), cuja listagem foi disponibilizada pela EPA (EPA, 2012). Precaugdes com
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pacientes infectados por NoV devem ser aumentadas pelos profissionais de salde,
evitando o transito entre &reas clinicas e contato com pacientes imunocomprometidos,
assim como devem intensificar a higiene frequente das maos e utilizacdo de EPIs
(Equipamentos de Protecdo Individual). As roupas, lencdis, toalhas e uniformes
contaminados devem ser lavados prontamente em agua quente, acima de 60°C ou com

solucéo de hipoclorito (5-25%) (CDC, 2011).

1.7.1-Imunidade e vacina

Os primeiros estudos sobre imunidade contra NoV humanos, demonstraram
imunidade protetora de curta duracdo apos infec¢do por esses virus (Wyatt et al., 1974;
Parrino et al., 1977).

Lindesmith e colaboradores demonstraram o envolvimento de imunoglobulinas
da classe IgA de mucosa e de antigenos HBGA na resposta precoce, conferindo
protecdo contra infecgbes por NoV e a secre¢do de interferon gama (INF-y) por células
TCD4" em voluntérios resistentes a infeccdo por NoV (Lindesmith et al., 2003, 2005).
Outros estudos demonstraram a producao de IgM e 1gG contra NoV, onde a IgM possui
curta durcdo, assim como a IgA, enquanto que a IgG persiste por meses apds a infeccao
(Graham et al., 1994; Brinker et al., 1999; Lindesmith et al., 2005).

Estudos com anticorpos sericos demonstraram que anticorpos da classe 1gG
contra NoV sdo genogrupo-especificos, embora ocorrra reatividade cruzada inter-
genotipos pelo cruzamento da resposta contra estirpes heter6logas dentro do mesmo
genotipo (Rockx et al., 2005; Cannon et al., 2009; Reeck et al., 2010; Lindesmith et al.,

2010, 2011).
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Na ultima década, novas variantes de G11.4 vém sendo identificadas e associadas
ao aumento do nimero de surtos, como aconteceu no periodo de 2002 a 2003 e 2006 a
2007 (CDC, 2011). Periodos de epidemias por NoV GlI.4 estdo correlacionado com a
entrada de novas variantes antigenicamente distintas das anteriores que em anos
posteriores 0 nimero de surtos diminui. Essa alternancia entre periodos de grande
nimero de surtos com posterior diminuicdo pode indicar a obtencdo de imunidade
coletiva na populacdo que estaria atuando como importante regulador da evolucédo dos
NoV Gll.4 (Buesa et al., 2002; Adamson et al., 2007; Okada et al., 2007; Siebenga et
al., 2007a, 2007b; Lindesmith et al., 2008; Johansen et al., 2008; Tu et al., 2008;
Donaldson et al., 2010; Boon et al., 2011). Ainda ndo foi elucidado porque algumas
variantes se tornam pandémicas e outras ndo. Entretanto, alguns estudos levantam
hipdteses como a de que mutagdes na regido P2 do capsideo viral, que contém o sitio de
ligacdo com antigeno celular HBGA, combinado com a expansdo da populacéo
susceptivel pode ser responsavel pela emergéncia de variantes pandémicas (Donaldson
et al., 2010; Lindesmith et al., 2011). Uma teoria recente, baseada na descoberta de que
diferentes estirpes de NoV possam ter diferentes padrdes de ligacdo com antigeno
HBGA e pessoas ndo secretoras desse antigeno nao seriam susceptiveis a infec¢do por
certos genotipos ou variantes (Lindesmith et al., 2003). A imunidade coletiva de curta
duracdo contra os NoV impulsiona a evolugcdo de estirpes emergentes contudo, o
declinio dessa imunidade possibilita que individuos susceptiveis possam ser
reinfectados com virus homdlogos por um longo periodo (Bull & White, 2011). Estudos
com variantes de GII.4 corroboram essa explicacdo quando demonstram que as
variantes de 2002-2005 apresentam perfis de ligacdo diferentes das variantes anteriores

de 1974-1997, em contraste com a variante de 2006 que possui perfil de ligacdo
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semelhante a variantes de 1994-1997 (Donaldson et al., 2008; Bok et al., 2009; Karst,
2010).

Devido a falta de um sistema de cultura de células capaz de propagar e manter os
NoV humanos, ndo é possivel determinar a capacidade de neutralizagdo nem mesmo a
duracdo de anticorpos especificos para estes virus. Recentemente, estudos sugeriram
uma correlacdo entre susceptibilidade, HBGA e status secretdrio desse receptor, onde
ocorre a interacdo virus-célula, e genes codificantes desse receptor estdo envolvidos
com a susceptibilidade/resisténcia a infeccdo por NoV (Glass et al., 2009; Tan & Jiang,
2007, 2011). Um estudos baseado na inibicdo da ligacdo de capsideos virais vazios
denominados VLPs (Virus Like-Particles) demonstrou que, em infec¢fes experimentais
e naturais com NoV humanos, ha producdo de anticorpos séricos especificos que
blogueiam a ligacdo VLP-HBGA, 0 que estaria correlacionados com a diminuicdo do
risco de desenvolver gastroenterite por NoV (Reeck et al., 2010). Em contraste outros
estudos mostram que, altos niveis de anticorpos preexistentes ndo oferecem protecao
contra uma nova infeccdo (Johnson et al., 1990). A imunidade adquirida apds uma
infeccdo tém sido relatada com duracdo entre 6 meses e dois anos, em estudos com
infeccdo experimental em humanos (Jhonsosn et al., 1990; Reeck et al., 2010).

As VLPs tém sido apontadas como as principais candidatas a vacina, desde sua
primeira descricdo (Jiang et al., 1992) Estudos pré-clinicos mostraram que VLPs sdo
imunogénicas quando administradas via parenteral, oral ou intranasal e que anticorpos
séricos e de mucosa foram induzidos (Ball et al., 1999; Estes et al., 2000; Tacket et al.,
2003; El-Kamary et al., 2010). Vacinas intranasais de VLPs que foram avaliadas em
estudos, mostraram que esta forma de administracdo apresenta diversas vantagens, tais
como: a facil administracdo, é segura e bem tolerada, € imunogénica e promove 0

estimulo de células dendriticas de mucosa (EI-Kamary et al., 2010; Atmar et al., 2012;
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Ramirez et al., 2012). EI-Kamary e colaboradores (2010) demonstraram a presenca de
anticorpos IgA e IgG circulantes especificos para NoV, mostrando que a imunizacao
intranasal é capaz de induzir uma resposta imune sistémica e de mucosa, incluindo a
atividade de células efetoras mesmo distante do sitio de infeccdo. Atmar e
colaboradores (2011) testaram a eficicia dessa vacina e observaram que individuos
receptores, aumentaram em quatro vezes a secre¢do de IgA especifico e obtiveram
anticorpos suficientes para bloquear a ligacdo VLP-HBGA. Outro estudo com vacina
intranasal com VLPs demonstrou a indugdo de resposta especifica de células B de
memoria secretoras de IgA e 1gG sugerindo uma imunidade protetora de longa duracéo
(Ramirez et al., 2012). Alguns autores sugerem que a administracdo parenteral pode
aumentar a frequéncia da resposta sérica, assim como a magnitude de anticorpos e, que
esta forma de administracdo pode ser uma alternativa, se a eficacia da resposta imune
protetora for comprovada (Atmar et al., 2012). O uso de plantas transgénicas na
expressdo de VLPs permite a imunizacdo oral através da ingestdo de alimentos como
batatas, folhas de tabaco (Mason et al., 1996) e tomates desidratados (Zhang et al.,
2006) com a vantagem de ndo haver necessidade de purificagdo das VLPs. Folhas de
tabaco e batatas transgénicos que expressam VLPs foram capazes de induzir resposta
humoral e de mucosa em camundongos vacinados (Mason et al., 1996). Estudo
semelhante com tomates transgénico mostrou que esta via de imunizacao possibilitou a
soroconversao com producdo de IgG e IgA de mucosa intestinal (Zhang et al., 2006).

A variabilidade genética dos NoV e a substituicdo de estirpes pandémicas
constituem um importante obstaculo no desenvolvimento de uma vacina eficaz. A
evolucdo rapida e continua desses virus sugere a necessidade de um processo de selecao
anual de estirpes, semelhante ao que acontece com vacinas para o virus influenza para

que as estirpes vacinais coincidam com as estirpes de NoV circulantes (Karst, 2010).
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Desta forma, se faz necessario um sistema de vigilancia dos NoV para que sejam
identificadas as estirpes circulantes e as prevalentes, auxiliando na avaliagcdo das estipes

que devem ser incluidas na vacina.

1.8- Epidemiologia

Os NoV acometem individuos de todas as idades, o0 que raramente acontece com
outros virus gastroentericos. Entretanto, a incidéncia € maior entre criangas menores de
cinco anos de idade e idosos (Pang et al., 2000; Rockx, et al., 2002; Glass et al., 2000;
Hall et al., 2011). InfecgOes por NoV ocorrem o ano todo, embora alguns estudos
detectem picos de infeccdo em determinados meses do ano. Em paises de clima
temperado a ocorréncia de infecgdes por NoV pode acontecer no inverno e periodos
mais secos (Fankhauser et al., 1998; Iritani et al., 2002; Hasman et al., 2004; Fretz et al.,
2005, Matthews et al., 2012). Em paises de clima tropical ndo existe um padrdo de
sazonalidade bem definido (Borges et al., 2006; Soares et al., 2007; Victoria et al.,
2007; Ribeiro et al., 2008; Ferreira et al., 2010a, 2010b; Georgiadis et al., 2010).

Diversos fatores, tais como: dose infectante baixa (18 a 10° particulas virais),
eliminacdo de grande concentracdo de particulas virais (10° a 10 particulas
virais/grama de fezes) por individuos infectados e a resisténcia a exposicdo ao meio
ambiente, garantem a facil disseminacdo dos NoV (Atmar et al., 2008; Teunis et al.,
2008; Lopman et al., 2012).

A transmissdo pessoa-pessoa é descrita como a principal forma de transmissédo
tanto em casos de surto quanto em casos esporadicos (Phillips et al., 2010; Verhoef et

al., 2010; Lopman et al., 2012). A maioria dos surtos de GA causados por NoV séo
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descritos em locais confinados e com grandes aglomeragdes, tais como: cruzeiros
maritimos (Isakbaeva et al., 2005; Wikswo et al., 2011), resorts (Doménech-Sanchez et
al., 2011; Arvelo et al., 2012), escolas (CDC, 2008; Kimura et al., 2012), hospitais
(Georgiadou et al., 2011; Rhinehart et al., 2012), universidades (CDC, 2009), creches
(Gotz et al., 2002; Gallimore et al., 2004; Akihara et al., 2005), asilos (Lai et al., 2012;
Thouillot et al., 2012; Trivedi et al., 2012) e acampamentos militares (Wadl et al., 2010;
Yap et al., 2012). Muitos destes surtos sdo vinculados a episodios de vémitos de pessoas
infectadas, sendo esta uma importante via de transmissdo, uma vez que a infec¢do por
NoV esta associada a uma alta frequéncia de vémito (Caul, 1994; Lopman et al., 2002,
2011a; Thornley et al., 2011).

Fomites e superficies contaminadas podem ser também uma via de transmisséo
(Clay et al., 2006, Lopman et al., 2011b, 2012). Estudos demonstram que 0s NoV sdo
resistentes e as particulas virais podem permanecer infecciosas por duas semanas em
superficies ambientais e até dois meses em agua. Com base em observacdes, quanto
mais seco e frio o ambiente, mais tempo o0s virus permanecem infecciosos
(Cheesbroughet al., 1997, Teunis et al., 2008; Seitz et al., 2011). Em hospitais, centros
médicos, casas de repouso e enfermarias a contaminacdo ambiental e de fomites é
facilitada ndo so6 pelo confinamento, mas pelas condicdes limitadas dos pacientes como
a imobilidade e incontinéncia fecal (Clay et al., 2006; Blaney et al., 2011; Otter et al.,
2011; Lopman et al., 2011b, 2012). Somente nos Estados Unidos, 63% dos surtos
causados por NoV de 2010 a 2011 ocorreram em unidades de saude (CDC, 2011).

A transmissdo alimentar ocorre pela ingestdo de moluscos bivalves, frutas e
vegetais contaminados (Patterson et al., 1997; Korsager et al., 2005; Maunula et al.,
2009; Vivancos et al., 2009; Wadl et al., 2010; Yu et al., 2010; CDC, 2011; Sarvikivi et

al., 2012). Nos Estados Unidos os NoV sdo os principais agentes causadores de surtos
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por transmissdo alimentar e o segundo mais comum em hospitaliza¢ées (CDC, 2011;
Scallan et al., 2011, Hall et al., 2012). Surtos de NoV também sdo associados a
contaminacdo de sistemas de dgua de consumo e de recreacdo causados por inundacoes,
infiltracbes com &gua contaminada ou pelo mal funcionamento do sistema de tratamento
de &gua (Cannon et al., 1991; Kukkula et al., 1999; Lopman et al., 2002; Hewitt et al.,
2007; Okoh et al., 2010; Arvelo et al., 2012).

Alguns estudos sugerem a transmissdo zoonética dos NoV devido a alta
similaridade de sequencias de estirpes suinas e bovinas com estirpes humanas (Sugieda
et al., 1998, 2002; Dastjerdi et al., 1999; Liu et al., 1999; Lopman et al., 2002; Wang et
al., 2005; Etherington et al., 2006). Estirpes semelhantes as de NoV Gll.4 foram
encontradas em fezes e carne de suinos, o que pode ser resultado de uma recombinacéo
de um virus suino e um humano em uma animal coinfectado ou de uma transmisséo
direta dos virus entre humanos e suinos e vice-versa (Mattison et al., 2007). A
replicacdo de NoV Gll.4 foi demonstrada em suinos infectados experimentalmente, os
quais desenvolveram sintomas que foram associados a infecgdo (Cheetham et al., 2006).
Souza e colaboradores (2008) demonstraram em seu estudo que bovinos eram
susceptiveis a infeccdo por NoV GIll.4 e que, além de haver replicacdo viral e
desenvolvimento de sintomas da infeccdo, esses animais eliminavam virus em suas
fezes em um periodo de 4 dias. Esses estudos demonstram que apesar de ndo haver
evidéncia suficiente para afirmar uma transmissdo zoondtica dos NoV, existe a
probabilidade de que haja transmissdo interespécie e de possa haver coinfeccdo entre
virus animais e humanos, possibilitando recombinacdo entre eles. E ainda, a
possibilidade de algum animal poder atuar como reservatério para NoV humanos € uma

importante questdo de saude publica envolvida na transmissao zoonotica.
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1.8.1- Distribuicgdo geogréfica

Em paises desenvolvidos estima-se que 0os NoV causem 64.000 hospitalizacOes e
900.000 episddios de diarreia/ano que requerem visita clinica (Patel et al., 2008). Em
paises em desenvolvimento, o nimero de hospitalizagdes alcanga um milhdo e 0 nimero
de mortes chega a 200.000/ano em criangas menores de cinco anos de idade. A
prevaléncia de diarreia grave por NoV chega a 12% em ambas as situacdes (Patel et al.,
2008). Apenas nos Estados Unidos, é estimado que ocorram por ano cerca de 21
milhdes de casos de GA causadas por NoV e cerca de um quarto dos mesmos Sao
atribuidos a transmisséo alimentar (CDC, 2011; Scallan et al., 2011).

Um recente estudo de revisdo demonstrou que em ambulatorios e hospitais de
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, os NoV foram apontados como agente
etiologico de cerca de 10 a 15% dos casos graves de GA em criangas menores de cinco
anos e de, aproximadamente, 9 a 15% dos casos de diarreia leve e moderada em pessoas
de todas as idades (Hall et al., 2010). Dados da Europa e dos Estados Unidos revelam
que aproximadamente 36% a 59% dos surtos de GA sao causados por NoV (Patel et al.,
2008). Somente no ano de 2009 na Inglaterra foram registrados 2300 surtos de GA
relacionados aos NoV, acometendo cerca de 24.000 pacientes (HPA, 2012). Um estudo
com crian¢as mexicanas sintomaticas e assintomaticas revelou que 29,8% das criangas
estavam infectadas por NoV, sendo 56% por Gll e que 30% dos casos positivos eram de
criancas assintomaticas (Garcia et al., 2006).

Estudos conduzidos em diversos paises da América Latina revelam que os NoV
estdo envolvidos com altas taxas de infeccdo em casos esporadicos e de surto de GA,
variando entre 12 e 53%. Embora tenham sido detectados Gl e Gll, o GllI é apontado

como o responsavel pela maioria das infec¢fes, com frequéncia de até 88% dos casos
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postivos (O’Ryan et al., 2000; Bereciartu et al., 2002; Martinez et al., 2002; Vidal et al.,
2005; Bucardo et al., 2008, 2011; Gomes et al., 2008).

A maioria dos surtos e casos esporadicos estdo associados ao Gll, sobretudo ao
Gll.4 (Bull et al., 2010; CDC, 2011; Lindesmith et al., 2011; Matthews et al., 2012).
Um estudo recente que avaliou a forma de transmisséo e frequéncia de Gl e Gll em
surtos, sugeriu que Gl estd mais associado a transmissdo por dgua do que por outras
formas de transmissao, enquanto que GlI esta mais envolvido com surtos de transmissao
alimentar e pessoa-pessoa (Matthews et al., 2012). Esses resultados corroboram estudos
que demonstram que particulas virais de NoV Gl sdo menos estaveis em superficies do
que GII (Liu et al., 2009) e que particulas de GI sdo mais estaveis na agua do que Gl
(Charles et al., 2009; Seitz et al., 2011).

Um estudo na Australia no periodo de 2006 a 2008 detectou 36% de NoV em
casos de GA em criancas, sendo o GlI.4 o genétipo mais prevalente seguido do GII.3,
que foi o prevalente no ano de 2007 (Mahar & Kirkwood, 2011). Outros estudos
demonstraram a relevancia do GI1.3 em pacientes pediatricos no mesmo periodo, em
outros paises como China, Japdo e Vietnd onde GII.3 foi dominante no periodo de 2005
a 2006 e na India no ano de 2007 (Phan et al., 2007; Nguyen et al., 2008; Chhabra et al.,
2009; Jin et al., 2009).

Devido a pouca investigacdo sobre NoV GIV, ainda ndo existem muitas
informacGes epidemioldgicas e moleculares sobre esses virus. Contudo, alguns estudos
detectaram a presenca desses virus em amostras clinicas de humanos, em amostras
animais e ambientais (Lindell et al., 2005; Zintz et al., 2005; La Rosa et al., 2008,
2010). Vinjé e Koopmans (2000) detectaram NoV GIV pela primeira vez, sugerindo que
duas estirpes, que ndo agruparam filogeneticamente com GI e GIlI, poderiam ser um

novo gendtipo denominado Alphatron. Em 2002, outro estudo detectou esse novo
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gendtipo em 1% dos surtos que ocorreram nos Estados Unidos no periodo de 1997 a
2000 e sugeriram a criacdo de um novo genogrupo (GIV) (Fankhauser et al., 2002).
Estudos posteriores detectaram a presenca desse gendtipo na Suécia (Lindell et al.,
2005), na Itélia (La Rosa et al., 2008, 2010, 2012) e Japdo (lritani et al., 2002; Kitajima
et al., 2010, 2011). Recentemente foi descrito o genoma completo de NoV GIV.1

detectado em surtos que ocorreram em asilos na Australia (Eden et al., 2012).

1.8.1.1- Norovirus no Brasil

Os NoV foram descritos pela primeira vez no Brasil em um estudo que
demonstrou a presenca destes virus em fezes de criangas sintomaticas e assintomaticas
em Sdo Paulo, no periodo de 1987 a 1988 (Timenetsky et al., 1993). Estudos
soroepidemiologicos em comunidades indigenas e comunidades carentes da regido norte
e nordeste, demonstraram soroprevaléncia que variaram de 36 a 100% (Gabbay et al.,
1994; Talal et al., 2000).

Outros autores, utilizando técnicas moleculares de deteccdo viral demonstraram
uma alta frequéncia de infeccdo por NoV em individuos de diversos grupos etarios em
diferentes regibes do pais (Parks et al., 1999; Borges et al., 2006; Ferreira et al., 2010a).
Na regido Sudeste, a alta frequéncia de infeccdo e a grande diversidade genética dos
NoV foi observada em diferentes cidades, sendo o GIl o mais frequentes, sobretudo o
GI1.4 (Gallimore et al., 2004; Castilho et al., 2006; Soares et al., 2007; Victoria et al.,
2007; Andreasi et al, 2008; Nakagomi et al., 2008; Ribeiro et al., 2008; Xavier et al.,

2009; Ferreira et al., 2008, 2010a, 2012a; Fioretti et al., 2011).
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A importancia da infeccdo por NoV em pacientes pediatricos em diversos
estados do Brasil foi evidenciada em estudos que revelaram taxas de infeccdo similares
ou até mesmo superiores as observadas para os RV-A (Parks et al., 1999; Gallimore et
al., 2001; Borges et al., 2006, Castilho et al., 2006; Soares et al., 2007; Victoria et al.,
2007; Andreasi et al., 2008; Nakagomi et al., 2008; Ribeiro et al., 2008; Xavier et al.,
2009; Ferreira et al., 2012a). Foi demonstrado ainda que a gravidade das manifestacoes
clinicas causadas pela infeccdo por NoV pode ser comparada as relacionadas aos RV-A
(Nakagomi et al., 2008).

Os dados relativos a sazonalidade dos NoV no Brasil ainda sdo contaditorios.
No Rio de Janeiro, Soares e colaboradores (2007) ndo encontraram nenhum padréo de
sazonalidade em um estudo de seis anos (1998 a 2005). Entretanto, em estudos
realizados no Espirito Santo e Rio de Janeiro foi evidenciado uma sazonalidade em
meses secos (Victoria et al., 2007; Ribeiro et al., 2008; Ferreira et al., 2010a; Georgiadis
et al., 2010). Em contraste, outros estudos brasileiros encontraram maior deteccdo em

periodos de alta umidade (Borges et al., 2006; Ferreira et al., 2010Db).

1.8.2-Variantes de norovirus Gll1.4

O periodo de 1995 a 2006 foi marcado por pandemias em que 0 NoV Gll.4 foio
principal responsavel devido a emergéncia de variantes deste genétipo (Siebenga et al.,
2009). Durante este periodo, a variante US95/96 foi responsavel por cerca de 50% dos
surtos nos Estados Unidos e 85% na Holanda (Vinjé et al., 1997). Em 2002 a variante
US95/96 foi substituida pela variante Farminton Hills (ou variante 2002), que causou

surtos em varios paises e foi associada a 80% dos surtos nos Estados Unidos
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(Fankhauser et al., 2002; Lopman et al., 2004; Widdowson et al., 2004). No inicio do
ano de 2004 surge a variante Gl1.4 Hunter, detectada na Europa, Australia e Asia (Bull
et al., 2006; Kroneman et al., 2006; Phan et al., 2006). Essa variante foi substituida em
seguida por duas outras, associadas a um grande aumento no numero de surtos, que
cocircularam nos Estados Unidos e Europa durante o ano de 2006, as variantes
identificadas como 2006a (Laurens) e 2006b (Minerva) (Kroneman et al., 2006; CDC,
2007; Siebenga et al., 2008; Lindesmith et al., 2011). No final do ano de 2009 e inicio
de 2010 uma nova variante pandémica surgiu (variante 2010 ou New Orleans), e tem
circulado atualmente em diversos paises. Cerca de 60% dos surtos de outubro de 2009 a
marco de 2010 por NoV nos EUA foram causados por essa variante (Vega et al.,
2011a).

Recentemente uma nova variante denominada Sydney 2012, relacionada com a
variante 2010, foi descrita em casos de infeccdes por NoV relatados na rede de
vigilancia internacional de NoV NoroNet. Em paises como a Franca, Austrélia,
Inglaterra, Nova Zelandia e Japdo tém sido observado o aumento de surtos e casos
esporadicos desde novembro de 2012, que podem estar associados a esta variante

(Bennett et al., 2013; van Beek et al., 2013)

1.8.3-Vigilancia

A fim de ampliar o conhecimento sobre as tendéncias geograficas e temporais e
a disseminacdo de novas variantes de NoV, o Instituto Nacional de Saude Pudblica e
Meio Ambiente da Holanda, criou uma rede onde cientistas de instituicdes de saude e

universidades podem partilhar informacbes epidemiolégicas e moleculares sobre os
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NoV, a Noronet (Noronet, 2012). Trés redes de vigilancia molecular desses virus estao
interligadas nesse sistema de vigilancia eletrénica: Calicinet dos Estados Unidos, a rede
de vigilancia da Australia e Nova Zelandia e a rede Food-borne Viruses in Europe
(FBVE). Dentre as atividades envolvidas com a rede NoroNet estdo o monitoramento de
NoV Gll.4, criagdo de nomenclaturas padronizadas para o NoV, envio de e-mails
rapidos com alertas e informagdes sobre novas variantes, compartilhamento de dados
epidemioldgicos e moleculares. Esta disponivel ainda uma ferramenta de genotipagem
automatica pela da insercdo de sequéncias do genoma de NoV que fornece a
identificacdo de estirpes e variantes de Gll.4 (Kroneman et al., 2011).

A rede CaliciNet € coordenada pelo CDC e promove a integracdo entre
laboratorios publicos dos Estados Unidos, com o objetivo de elucidar surtos através da
identificacdo de modo de transmissdo, evolucdo do surto, identificacdo de variantes
(CDC, 2011).

Ainda nos Estados Unidos, a rede NORS (National Outbreak Reporting System)
fornece um sistema nacional integrado de vigilancia de surtos de doencas entéricas de
transmissdo hidrica, doencas por transmissdo alimentar, por contato com animais ou
contato pessoa-pessoa (NORS, 2012).

A FBVE foi criada com o objetivo de fornecer dados epidemioldgicos,
viroldgicos, moleculares e de diagndstico de surtos de gastroenterites virais e hepatites
A e E, tanto para fins de pesquisa quanto de vigilancia epidemioldgica (Duizer et al,
2008).

Na Inglaterra uma rede de vigilancia on line, a HPA (Hospital Norovirus
Outbreak Reporting Tool) foi criada para que surtos de NoV em hospitais fossem

relatados, fornecendo informacgdes como estimativas de nimero de surtos, detecgdo de
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surgimento de novas variantes epidémicas e auxiliar na melhor compreensdo do impacto
da doenca causada por NoV (HPA, 2012).

As ferramentas de vigilancia eletrbnica possibilitam a obtencdo de dados
epidemioldgicos e moleculares de casos de surtos e casos esporadicos causados por
NoV, permitindo o melhor entendimento do impacto desses virus na saude publica,
além de fornecer informacdes importantes sobre a circulacdo de gendtipos e variantes,

essenciais para o desenvolvimento de uma vacina.

1.9-Diagnostico laboratorial

A Microscopia Eletronica (ME) assim como a imunomicroscopia eletronica
(IME) foram utilizada no diagnostico de calicivirus humanos, contudo devido a
necessidade de grande concentracdo do virus nas fezes para sua avaliacdo, somada a
ampla diversidade dos NoV e a reduzida especificidade dos anticorpos utilizados, esta
técnica deixou de ser utilizada (Glass et al., 2000; Atmar et al., 2001).

Como alternativa para substituicdo da IME foram desenvolvidas outras técnicas
imunolégicas como a técnica hemaglutinacdo por imunoaderéncia (IAHA),
radiomunoensaio (RIE) e ensaios imunoenzimaticos (EIE), utilizadas para detectar
antigenos e anticorpos, possibilitando estudos de soroprevaléncia em diferentes
populacdes. Entretanto, a dificuldade de se obter anticorpos para NoV, por serem virus
ndo propagaveis em cultivos celulares, sempre foi um obstaculo para a realizacdo de
técnicas imunoldgicas (Greenberg & Kapikian, 1978; Kapikian et al., 1978; Atmar et

al., 2001).

30



Em 1992, Jiang e colaboradores clonaram o genoma dos NoV e desenvolveram
um sistema de expressdo da proteina VP1 do capsideo viral em baculovirus, utilizados
como vetores de expressdo. Esse sistema de expressdo permitiu obtencdo de capsideos
virais vazios (VLPs), que se mostraram morfologicamente e antigenicamente similares
aos NoV nativos. Essas VLPs foram utilizadas tanto como antigenos em testes ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), como também para imunizar animais para a
obtencdo de anticorpos. Desta forma, os testes de ELISA se tornaram mais acessiveis e
mais sensiveis. Mas, apesar do grande avanco conquistado com as VLPs, devido a
ampla diversidade genética e antigénica dos NoV, a taxa de deteccdo ainda é baixa
(Lopman et al., 2002). Em caso de surtos, embora ndo seja capaz de identificar o
genogrupo ou genotipo do virus, esta técnica se torna aplicdvel como um teste de
triagem, combinado com testes mais sensiveis e especificos como os testes moleculares,
pode diminuir o tempo e reduzir o custo do diagnostico (Jiang et al., 1992, 1993, 2000;
Atmar et al., 2001; Lopman et al., 2002; Richards et al., 2003).

Descrita a primeira vez por Jiang e colaboradores (1992) e De Leon e
colaboradores (1992), a deteccdo de NoV pela técnica de reacdo em cadeia da
polimerase precedida de transcricdo reversa (RT-PCR) é a mais amplamente utilizada a
partir de amostras fecais. Quando avaliada e comparada com as técnicas de ME, IME,
RIE e EIE, a RT-PCR se mostrou a mais especifica e mais sensivel na deteccdo desses
virus (Glass et al., 2000; Bruin et al., 2006; Zheng et al., 2006, Castriciano et al., 2007).

A diversidade genética dos NoV torna dificil a sintese de iniciadores capazes de
detectar todos 0s genogrupos e genotipos. Iniciadores utilizados para deteccdo de NoV
tém como alvo a regido mais conservada do gen da RdRp, localizada na extremidade 3’
da ORF1, compreende as regides denominadas A e B e sdo capazes de detectar NoV Gl

e GII. Para a detecgdo simultdnea dos genogrupos Gl, Gl é necessario utilizar uma
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mistura com os iniciadores especificos para cada genogrupo (Ando et al., 1995; Green
et al., 1995; Vinjé e Koopmans, 1996; Le Guyader et al., 1996; Fankhauser et al., 2002).
Entretanto, o uso desses iniciadores para analise filogenética e classificagdo dos NoV se
mostrou ineficaz, sendo portanto utilizados majoritariamente para detec¢do (Zheng et
al., 2006).

O sequenciamento nucleotidico completo da ORF2 que codifica 0 gen da
proteina VP1 do capsideo viral é utilizado como padrdo para a caracterizagdo molecular
de gendtipos e estudos filogenéticos dos NoV (Zheng et al., 2006). Contudo, por ser
uma regido grande do genoma viral, com aproximadamente 1600 pares de bases, essa
metodologia se torna laboriosa e de alto custo. Como opg¢do mais pratica € menos
custosa, existem multiplos iniciadores que tém como alvo regibes menores da ORF2.
Alguns desses iniciadores flanqueiam regides denominadas C ¢ E (extremidade 5° da
ORF2) e outros a regidao D (extremidade 3’ da ORF2) sendo utilizados para a
caracterizacao dos genogrupos (G) e genotipos (GG) de NoV (Noel et al., 1997; Kojima
et al., 2002; Vinje et al., 2004).

Para a caracterizacdo molecular de variantes de GIl.4 é realizado o
sequenciamento completo da ORF2 (Zheng et al., 2006). Como alternativa para esta
metodologia, Vega e colaboradores (2011a) desenvolveram um protocolo de
amplificacdo que utiliza iniciadores que tem como alvo a regido codificante do
subdominio P2 da proteina VP1 do capsideo viral. A maioria das mutacdes entre
genotipos e variantes ocorrem nessa regido, assim € possivel distinguir variantes de
Gl1.4, diminuindo o tamanho do fragmento a ser sequenciado (Vega et al., 2011a).

A PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR) é mais vantajosa em relacdo a
PCR convencional, pois economiza tempo e custo, diminui o risco de contaminagao

pela menor manipulacdo do produto de PCR, apresenta maior sensibilidade e
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especificidade, além de possibilitar a quantificacdo viral nas amostras (Kageyama et al.,
2003). A gRT-PCR foi desenvolvida inicialmente para quantificar separadamente NoV
Gl e GlI. Os iniciadores utilizados tinham como alvo a regido na juncdo da ORF1 e
ORF2, que é considerada a regido mais conservada do genoma viral (Kageyama et al.,
2003). Posteriormente, Pang e colaboradores (2005) utilizaram 0s mesmos iniciadores
usados no ensaio monoplex em um formato multiplex que foi desenvolvido para a
deteccdo e quantificacdo simultanea de NoV Gl e Gll, diminuindo o tempo e custo do
ensaio. Mais recentemente foi desenvolvido o qRT-PCR multiplex como o sistema
TagMan, para a deteccdo dos NoV Gl e GIl simultaneamente e que permite a
genotipagem direta a partir do produto da qRT-PCR. Entretanto a sensibilidade desse

teste € menor quando comparada ao ensaio monoplex (Schultz et al., 2011).
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2-Justificativa

O grande impacto das infeccdes por NoV na saude publica tem sido
demonstrado pela distribuicdo global destes virus, que sdo 0s principais responsaveis
por surtos de GA, tanto em paises desenvolvidos como naqueles onde as condigdes
sanitarias e de higiene da populacdo ndo sdo adequadas (Vinjé et al., 1996; Noel et al.,
1999; Ponka et al., 1999; Daniels et al., 2000; Patel et al., 2008). No Brasil, apesar dos
estudos realizados em diferentes regiGes do pais demonstrarem a alta prevaléncia e a
grande diversidade destes virus, ainda ndo existe uma rede de vigilancia laboratorial
ativa para o diagnostico dos NoV (Gabbay et al., 1994; Castilho et al., 2006; Campos et
al., 2008; Ferreira et al., 2010a, 2010b; Fioretti et al., 2011).

Desde 0 ano de 2004, o Centro de Referéncia Regional em Rotaviroses do
Laboratorio de Virologia Comparada e Ambiental (LVCA) realiza o diagnostico dos
casos de GA com suspeita de infeccdo por RV-A provenientes do estado do Rio Grande
do Sul (RS). Porem foi verificado que um grande nimero de surtos apresentou resultado
negativo para este virus, o fato que determinou a investigacdo dos NoV, considerando a
relevancia dos mesmos como causa mais importante de surtos de GA. No estado do RS
h& somente um estudo que relata a deteccdo apenas de NoV GII em Porto Alegre, com
valores de 13,2% (Georgiadis et al., 2010). Nesse sentido, o presente estudo visa
contribuir com dados epidemiolégicos e moleculares associando pela primeira vez a
diversidade genética dos NoV, incluindo variantes Gll.4, com o0s surtos ocorridos no
RS.

O NoV GIl.4 tem se destacado como o principal agente envolvido em pandemias
que se estabelecem a intervalos regulares pelo surgimento de novas variantes deste

gendtipos (Fankhauser et al., 1998; Koopmans et al., 2001; Ferreira et al., 2008, 2010b;
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Zheng et al., 2010; Fioretti et al., 2011). A répida evolucdo e disseminacdo destes virus
demandam estudos frequentes que determinem a distribuicdo geogréfica e prevaléncia,
com o objetivo de se estabelecer medidas para prevencdo de surtos e fornecer dados que
possam contribuir com o desenvolvimento de uma vacina eficaz no controle das GA

provocadas por NoV.

35



3-Objetivos

3.1-Objetivo geral

Realizar estudo epidemioldgico de surtos de GA associados a NoV, ocorridos no
estado do RS no periodo de 2004 a 2011, pela deteccdo e caracterizagdo molecular

destes virus em gendtipos e variantes de Gll.4.

3.2-Objetivos especificos

1-Utilizar métodos moleculares de amplificacdo genémica em espécimes clinicos
obtidos no periodo de estudo para determinar a prevaléncia de NoV no estado do RS.
2-Correlacionar a prevaléncia dos NoV detectados na populagdo estudada com variaveis
socio-demogréficas e clinicas.

3-Caracterizar os genotipos de NoV pelo sequenciamento nucleotidico parcial de
regibes do genoma que codificam para principal proteina do capsideo viral (regides C e
D).

4-Caracterizar as variantes de NoV Gll.4 pelo sequenciamento nucleotidico parcial do

genoma que codifica para principal regido antigénica da proteina do capsideo viral (P2).
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4-Material e métodos

4.1-Aspectos éticos

Este estudo faz parte de um projeto que abrange diagndstico, vigilancia e
epidemiologia molecular de virus causadores de GA aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Fiocruz — CEP: 311/06 (Anexos).

4.2-Area de estudo

O estado do Rio Grande do Sul possui 10.693.029 habitantes. Possui uma area
territorial de 268.781,896 Km? e compreende 496 municipios agrupados em 35
microrregides, que formam sete mesorregifes, sendo elas: Centro Ocidental Rio-
grandense, Centro Oriental Rio-grandense, Metropolitana de Porto Alegre, Nordeste
Rio-grandense, Noroestes Rio-grandense, Sudoeste Rio-grandense (IBGE, 2010)

(Figura 4.1).
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Mesorregides e microrregioes geograficas (IBGE),
Rio Grande do Sul

Legenda
Mescerregibes
[ Contro Ocidentat Rio-grandense
[ Centro Ovientat Rio-grandense
[ Metropoitana de Porto Alegre
3 Nosdeste Bo-grandense

[ Noroeste Rogransanse

[ suseste Ro-grandense

[ sedoeste Ro-grandense

Figura 4.1: Mapa das 35 microrregides e sete mesorregides do Estado do Rio
Grande do Sul. Fonte: FEE (Fundacéo de Economia e Estatistica, 2012).

4.3-Espécimes clinicos e fluxograma para estudos de epidemiologia dos

norovirus

Para este estudo foram selecionadas 2.265 amostras de fezes, provenientes de
741 surtos de GA ocorridos no RS que foram enviadas pelo Laboratorio Central
(LACEN) daqguele estado ao Laboratorio de Virologia Comparada e Ambiental (LVCA)
para esclarecimento dos surtos. Os surtos foram caracterizados pelo LACEN-RS
seguindo a definicdo da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Salde, que
define surto de doenca diarréica aguda (DDA) como o aumento do nimero de casos
acima do limite esperado para a populacdo envolvida naquele periodo especifico

(SVS/MS, 2013). No LVCA, as amostras foram testadas e negativas pela técnica de
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eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) e ELISA para detecgdo de rotavirus A
(RV-A). A Figura 4.2 apresenta as metodologias empregadas para deteccdo de NoV

nestas amostras.

Espécimes clinicos

N\

( PAGE e ELISA para detecgao de |
RV-A

\ J/

XM

PAGE e ELISA negativos para PAGE e/ou ELISA positivos para
RV-A RV-A
)
Deteccao de NoV
[RT—PCR para regiao da RpRd (Regiao B)
J/

[ Detectado ] { Nao Detectado ]

Figura 4.2: Fluxograma de metodologias utilizadas na deteccdo de norovirus
(NoV).

4.4-Espécimes clinicos para caracterizacdo molecular

Para o estudo de caracterizacdo molecular dos NoV foram selecionadas amostras
de fezes previamente positivas para NoV pela RT-PCR.

Para que houvesse uma representatividade geografica e temporal as amostras
foram selecionadas por sorteio aleatério com o auxilio do programa Excel 2010
(Microsoft Office). Devido ao grande nimero de amostras, 0s municipios do estado

foram agrupados em sete mesorregides, segundo divisdo estabelecida pelo IBGE
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(Figura 4.1). Foram sorteados 50% dos municipios de cada mesorregido, dos quais foi
selecionada uma amostra/ano. Todas as amostras sem informagdo de municipio foram
excluidas do grupo de selecdo. Critérios de origem como quadro clinico, hospitalizagdes
e grupo etario dos pacientes ndo foram considerados para a selecdo. A Figura 4.3

apresenta as metodologias utilizadas para caracterizacdo molecular destas amostras.
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Amostras Positivas para NoV

\/

Selecao aleatoria de 142
amostras para caracterizagao
molecular

NS

RT-PCR para VP1
Regides D/C

N

Sequenciamento nucleotidico
dos produtos obtidos

N

Analise da sequencias

N/

-
Caracterizagao de genétipos de
NoV

. J

7Y

Amostras caracterizadas como Amostras caracterizadas como
NoV Gll.4 outros genoétipos

RT-PCR para subdominio P2 da
proteina VP1

S

Sequenciamento nucleotidico
dos produtos obtidos

N\

Analise das sequencias e
caracterizacao das variantes
Gll.4

~

Figura 4.3: Fluxograma de procedimentos para genotipagem de norovirus (NoV) e

caracterizacdo molecular das variantes de NoV Gl1.4.
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4.5-Suspenséo fecal

Foram preparadas suspensées fecais a 10 % em tampéo Tris/HCI/Ca+°(0,01M;
pH7,2). Ap6s homogeneizagdo de 5ml de tamp&o Tris/HCI/Ca+? com, aproximadamente
0,59 de fezes, a solucdo foi centrifugada a 3000 x g por 20 minutos e 0 sobrenadante

recolhido e congelado a -20°C.

4.6-Extragdo do RNA viral

A extracdo do RNA viral foi realizada com a metodologia do Kit QlAamp® Viral
RNA Mini Kit (QIAGEN®, Valencia, CA, USA), segundo as instruces do fabricante. O

RNA foi armazenado a -70°C para posterior sintese de DNA complementar (cCDNA).

4.7-Reacdo de transcricdo reversa para obtencdo de DNA complementar

(cDNA)

Para a sintese do cDNA foi utilizada a metodologia do kit High Capacity® cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA), segundo as
instrucdes do fabricante. Foi utilizada ainda a metodologia com a transcriptase reversa
SuperScript®IIl (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) e iniciadores randomicos Random
primers (Invitrogen™). Para esta Ultima metodologia, foram adicionados 2 pL de
dimetil sulféxido (DMSO) a 10 pL de RNA viral extraido, e essa mistura foi submetida

a 97°C por 7 minutos para desnaturacdo. Em seguida, foram adicionados 38 pyL da
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mistura de reagentes (Quadro 4.1) e submetidos a temperatura de 42°C por uma hora e
95°C por 10 minutos em termociclador MJ Research™ Modelo PTC-100 (MJ
Research™, Alameda, CA, USA). O produto foi estocado em freezer a -20°C ou a -70°C

até o momento da PCR.

Quadro 4.1: Reagentes utilizados na reacdo de transcricdo reversa (RT) para a
obtencdo de cDNA a partir do RNA viral extraido, utilizando o protocolo da

SuperScript®I1l.
Reagentes* Concentracao Volume/Reacao
H20 livre de DNAase/RNAase - 23,5 uL
Tampéo de PCR sem MgCL,; 10X 5uL
dNTPs:dATP,dTTP, dGTP, dCTP 2,5mM cada 4 pL
MgCL, 50mM 2,5 Il
RT SuperScript®IlI 200U/uL 1L
Iniciador Random primers 50 uM 2 UL
*Invitrogen™

4.8-Deteccdo e caracterizacdo molecular dos norovirus pela reacdo em

cadeia da polimerase precedida por transcricéo reversa (RT-PCR)

4.8.1-Iniciadores para reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

O Quadro 4.2 apresenta os iniciadores utilizados nos protocolos de PCR para

deteccdo e caracterizacdo molecular dos NoV. Todas as reacdes foram realizadas em

termociclador MJ Research™ Modelo PTC-100 (MJ Research™).
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Quadro 4.2: Iniciadores utilizados na reacdo em cadeia da polimerase para

amplificacdo do genoma de norovirus humano.

Iniciadores Sequéncia (5°- 3")? Orientacdo Localizacdo  Regido Pgseiﬁi?ngo
Iniciadores Genéricos para detec¢do de NoVh
Mon431f TGG ACI AGR GGI CCY AAY CA + RNA Pol® B 5093-5112"
Mon432e  TGG ACICGY GGICCY AAY CA + RNA Pol B 5093-5112
Mon433f GAA YCT CAT CCAYCT GAACAT - RNA Pol B 5285-5305
Mon434e  GAA SCG CAT CCA RCG GAA CAT - RNA Pol B 5285-5305
Iniciadores Degenerados para classificacdo em Genogrupos®

Cap Ae GGC WGT TCC CAC AGG CTT - VP1 D 6897-6914°
Cap B2e TAT GTI GAY CCW GAC AC + VP1 D 6738-6754
Cap Ble TAT GTT GAC CCT GAT AC + VP1 D 6738-6754
Cap Cf CCT TYC CAK WTC CCA YGG - VP1 D 6667-6684"
Cap D3f TGY CTY ITICCH CAR GAATGG + VP1 D 6432-6452
6432-6451

Cap D1f TGT CTR STC CCC CAG GAA TG + VP1 D

Iniciadores Especificos para classificagdo em Genogrupos®
G1SKFe CTGCCCGAATTYGTAAATGA + VPl c 5342-53611
G1SKRe = CCAACCCARCCATTRTACA ) VP1L c 5671-5689
G2SKFf CNTGGGAGGGCGATCGCAA + VPl c 5058-5076-
G2SKRf CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT ) VP1L c 5401-5423
Iniciadores Especificos para a caracterizacdo de variantes de G11.4"

EVP2F GTR CCR CCH ACA GTT GAR TCA + VP1 P2 5730-5750"
EVP2R CCG GGC ATA GTR GAY CTR AAG AA - VP1 P2 6381-6403

2 Codigo IUPAC para indicar as posices degeneradas: I: iosina, R: purina (A/G), Y: pirimidina (C/T), S: C/G, I:
AITICIG, W: AIT, K: GIT, H:AIT/C

® Referéncia: Beuret et al., 2002

°Pol, Polimerase

9 Referéncia: Vinjé et al., 2004

*Genogrupo |

Genogrupo I

9 Referéncia: Kojima et al., 2002

h Referéncia Vega et al., 2011a

i: de acordo com o virus referéncia M87661, J: de acordo com o virus referéncia NC001959; L: de acordo com o virus
referéncia X86557.
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4.8.2-Deteccdo dos norovirus pela reacdo em cadeia da polimerase
precedida por transcrigdo reversa (RT-PCR) para amplificagcdo da regidao

parcial da ORF1- Regido B

Para deteccdo dos NoV foi realizada PCR utilizando iniciadores para
amplificacdo da regido B, regido parcial da ORF-1 que codifica a RpRd (Beuret et al.,
2002) (Quadro 4.2). Para a reagédo de PCR foram adicionados 5uL de cDNA em 20 pL
da mistura de reagentes (Quadro 4.3). A mistura foi submetida a temperatura de
desnaturacdo de 94°C por 3 minutos e 40 ciclos subsequentes de desnaturacao
(94°C/30segundos), anelamento (50°C/1minuto), extensdo (60°C/1minuto) e um ciclo de

extens&o final (72°C/7 minutos).

Quadro 4.3: Reagentes utilizados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para

amplificacdo parcial da ORF1 (Regido B).

Reagentes Concentracao Volume/Reacao
H,0 livre de DNAase/RNAase - 14,1 L
Tampéo de PCR sem MgCL.; 10X 2,5 uL
dNTPs:dATP,dTTP, dGTP, dCTP 2,5mM cada 2 uL
MgCL, 50mM 0,8 UL
Taq DNA Polimerase 5U/uL 0,3uL

Mistura de iniciadores Mon 431,432, 433,
434

100 uM 0,3uL

*Invitrogen™

45



4.8.3-Caracterizagdo molecular dos norovirus pela reagdo em cadeia
da polimerase precedida por transcricdo reversa (RT-PCR) para

amplificacdo parcial da ORF2 — Regido D

Para a genotipagem, foram realizadas PCRs utilizando iniciadores (Quadro 4.2)
que amplificam uma regido parcial da ORF-2, a regido D (Vinjé et al, 2004). Este
protocolo de PCR compreende dois conjuntos diferentes de iniciadores, utilizados
separadamente para genotipar NoV do grupo Gl e outro conjunto para grupo GlI. Para a
reacdo de PCR foram adicionados 10 puL de cDNA em 40 pL da mistura de reagentes
(Quadro 4.4). A mistura foi submetida a temperatura de desnaturacdo de 94°C por 3
minutos e 40 ciclos subsequentes de desnaturacdo (94°C/1minuto), anelamento
(40°C/1minuto), extensdo (72°C/1minuto) e um ciclo de extensdo final (72°C/7

minutos).

Quadro 4.4: Reagentes utilizados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para

amplificacdo parcial da ORF2 (Regido D).

Reagentes* Concentracdo  Volume/Reacao
H.0 livre de DNAase / RNAase - 26,2 uL
Tampao de PCR sem MgCl, 10X S5uL
dNTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP 2,5mM 4uL
MgCl, 50mM 1,5 uL
Tag DNA Polimerase 5U/ulL 0,3uL
 Mistra e iniadores (611 : Cap /o 1008M 03 il

*Invitrogen™
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4.8.4-Caracterizacdo molecular dos norovirus pela reagdo em cadeia
da polimerase precedida por transcricdo reversa (RT-PCR) para

amplificacdo parcial da ORF2 — Regi&o C

As amostras que ndo amplificaram para a regido D foram genotipadas por PCR
para outra regido parcial da ORF-2, a regido C (Quadro 4.2). Este protocolo de PCR
compreende dois conjuntos diferentes de iniciadores, utilizados separadamente para Gl
e Gl (Kojima et al., 2002). Para a reacdo de PCR foram adicionados 10 pL de cDNA
em 40 pL da mistura de reagentes (Quadro 4.5). A mistura foi submetida a temperatura
de desnaturacdo de 94°C por 3 minutos e 40 ciclos subsequentes de desnaturacao
(94°C/30 segundos), anelamento (40°C/30 segundos), extensdo (72°C/1minuto) e um

ciclo de extenséo final (72°C/7 minutos).

Quadro 4.5: Reagentes utilizados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para

amplificacdo parcial da ORF2 (Regiéo C).

Reagentes* Concentracdo Volume/Reacéo
H,0 livre de DNAase / RNAase - 26,2 uL
Tampao de PCR sem MgCl, 10X S5uL
dNTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP 2,5mM 4uL
MgCl, 50mM 1,5 uL
Tag DNA Polimerase 5U/ulL 0,3uL
Visura de iciadores (1) : GaSKRIGESKE 20 3L

*Invitrogen™
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4.8.5-Caracterizacdo molecular de variantes de norovirus genotipo
Gll1.4 pela reacdo em cadeia da polimerase precedida por transcri¢cdo

reversa (RT-PCR) para amplificacéo parcial da ORF2 — Subdominio P2

Para a diferenciagdo de variantes de NoV GIlI.4 foi realizado um protocolo de
amplificacdo parcial da ORF-2 que tem como alvo a principal regido antigénica do
capsideo viral (P2) e parte das duas extremidades do subdominio P1 (Vega et al.,
2011a) (Quadro 4.2). Para a reagdo de PCR foram adicionados 10 puL de cDNA em 40
ML da mistura de reagentes (Quadro 4.6). A mistura foi submetida a temperatura de
desnaturacdo de 94°C por 2 minutos e 40 ciclos subsequentes de desnaturacao (94°C/15
segundos), anelamento (55°C/30 segundos), extensdo (68°C/1minuto) e um ciclo de

extensdo final (68°C/5 minutos).

Quadro 4.6: Reagentes utilizados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para

amplificacdo parcial da ORF2 (Subdominio P2).

Reagentes Concentracdo Volume/Reacdo
H.O livre de DNAase / RNAase - 25,3 uL
Tampao de PCR sem MgCl, 10X S5uL
dNTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP 2,5mM 4uL
MgCl, 50mM 1,5 uL
Tag DNA Polimerase 5U/ulL 0,2uL
Iniciadores EVP2R e EVP2F 5uM 4uL (2 pL cada)

*Invitrogen™
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4.8.6-Analise dos produtos de PCR em gel de agarose

Dez milcrolitros dos produtos da RT-PCR com 2ulde corante azul de
bromofenol 10X BlueJuice™ (Invitrogen™) foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5% em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X e impregnado com brometo
de etidio a uma concentracgdo final de 0,5 ug/mL, por aproximadamente uma hora (120
Volts). Foi utilizado 5ul. do padrdo de peso molecular de 100 pares de base (pb)
(Invitrogen™) diluido na concentracdo de 10 ng/uL. Os amplicons foram visualizados
com o auxilio de um transiluminador (DyNA Light Dual Intensity UV; Labnet National
Company), e fotografados em sistema de captura de imagem Kodak® Gel Logic 212

Imaging System, que utiliza o software Molecular Imaging Kodak,® Standard Edition.

4.8.7-Purificacéo e quantificacdo dos amplicons obtidos

Os produtos amplificados pela PCR foram purificados pela metodologia do
QIAquick® PCR purification kit (QIAGEN®) quando os produtos apresentaram banda
tnica no gel de agarose. Quando o produto de PCR apresentou bandas inespecificas, a
banda de interesse foi excisada e purificada com o kit QIAquick Gel
Extraction®(QIAGEN®), de acordo com as instrucdes do fabricante. Apés a purificaco,
0s produtos purificados foram quantificados com a utilizacdo do kit Quant-iTTM
dsDNAHS Assay Kit no espectofotdmetro Qubit®Fluorometer (Invitrogen™), de acordo

com as instrucdes do fabricante.
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4.8.8-Sequenciamento nucleotidico do genoma viral

Os produtos obtidos pela RT-PCR foram sequenciados com 0S mesmos
iniciadores utilizados na PCR para caracterizacdo de gendtipos (iniciadores para regifes
C e D) e de variantes de GII.4 (iniciadores para o subdominio P2) (Quadro 4.2). O
sequenciamento foi realizado pelo método de Sanger (dideoxinucleotideo), com o kit
comercial Big Dye Terminator® v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®) em
sequenciador automético ABI Prism 3100 (Applied Biosystems®) na plataforma
gendmica de sequenciamento PDTIS da FIOCRUZ. Quando ndo foi possivel enviar 0s
produtos purificados a plataforma gendmica, a reacdo de sequenciamento e a
precipitacdo do produto da reacdo de sequenciamento foram realizados no laboratdrio
(LVCA).

Para a reacdo de sequenciamento, os produtos de PCR de 177 pb (Gl-regido D)
foram utilizados na concentracdo de 1-3 ng de DNA; os produtos de 253 pb (GlI-
regiaoD), 330 pb (Gl-regido C) e 344 pb (Gll-regido C) foram utilizados na
concentracdo de 3-10 ng de DNA e para o produto de 673 pb (variantes de Gll.4-
subdominio P2) foram utilizados na concentracdo de 5-20 ng de DNA. Em placas de 96
orificios, foi aplicada a mistura de reagentes para a reacdo de sequenciamento
(utilizando o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing -Applied Biosystems®)
(Quadro 4.7) e posteriormente foram aplicados os produtos de PCR purificados. As
placas foram cobertas por adesivo, centrifugadas a 180 x g por 30 segundos e
submetidas a termociclagem de uma etapa inicial de 96°C por 1 minuto, seguido de 25
ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos, utilizando o

termociclador Gene Amp modelo 9700 da Applied Biosystems®.
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Apos a reacdo de sequenciamento, os produtos foram precipitados pelo método
de isopropanol, como descrito em seguida. As placas foram centrifugadas brevemente;
foram adicionados 30 puL (3x volume) de isopropanol 75% (Merck© Darmstadt,
Alemanha) em cada poco da placa; logo depois, as placas foram homogeneizadas por 10
segundos e posteriormente incubadas em repouso por 15 minutos sob abrigo da luz; em
seguida foram centrifugadas por 45 minutos a 3.000 x g; o sobrenadante foi descartado
com o auxilio de papel-toalha onde as placas foram vertidas; foram adicionados 50 uL
(5x volume) de etanol 75% (Merck) em cada poco; em seguida, as placas foram
centrifugadas por 15 minutos a 3.000 x g e 0 sobrenadante descartado como descrito
anteriormente; as placas foram centrifugadas brevemente na posicdo invertida com o
auxilio de um papel toalha para retirar todo o vestigio de etanol. As placas foram
cobertas com adesivo e aquecidas a 60°C por 10 minutos, sob abrigo da luz em
termociclador Gene Amp da Applied Biosystems®, modelo 9700. As placas secas
foram armazenadas, protegidas da luz a -20°C até o momento de serem enviadas a
plataforma genémica de sequenciamento PDTIS da FIOCRUZ, onde os produtos foram

ressuspensos em formamida Hidi (Applied Biosystems®) e sequenciados.
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Quadro 4.7: Reagentes utilizados na reacdo de sequenciamento nucleotidico do

genoma dos norovirus.

Reagentes Volume/Reagdo
DNA 0,5-5,0 uL
Tampéo de sequenciamento BigDye Terminator v1.1/3.1
Sequencing Buffer (5X) Dye® 2uL

(Applied Biosystems®)
Big Dye Terminator® (Ready Reaction Mix) (Applied

: 2uL
Biosystems®) H
Iniciadores (3,2 pmol) luL
H,0 livre de DNAase / RNAase (Invitrogen™) i
Volume final 10 uL

4.8.9-Anélise das sequencias nucleotidicas

As sequencias nucleotidicas obtidas foram analisadas e editadas no software
BioEdit Sequence Alignment Editor versdo 7.0.9.0 (Hall, 1999). Os alinhamentos das
sequencias consenso foram realizados com o programa CLUSTALW (Thompson et al.,
1994).

A analise filogenética foi realizada com o software 0 MEGA 5 (Tamura et al., 2011) e
as distancias calculadas entre as sequéncias foram analisadas pelo algoritmo de
Neighbor-joining, baseado no método de estimativa de distancia evolutiva o0 modelo de
Kimura dois parametros para nucleotideos (Kimura, 1980). A significAncia estatistica
das diferentes arvores filogenéticas obtidas foi estimada através de 2000 pseudo-réplicas
de valores de confianca para o intervalo dos nos. As sequéncias protétipos
representantes dos diferentes genotipos de NoV de origem humana foram obtidas a

partir do GenBank (NCBI, National Center for Biotechnology Information) (NCBI,
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2012b) mediante a utilizacdo da ferramenta BLAST (Basic Local Aligment Search Tool)
(NCBI, 2012a), disponivel em Entrez Pubmed, ou através seu ndmero de acesso
(Quadro 4.8). Alguns nimeros de acesso foram obtidos com o uso da ferramenta on line
Norovirus Genotyping Toll Version 1.0, que disponibiliza a genotipagem de sequencias
de NoV por meio de métodos filogenéticos e fornece o nimero de acesso de todas as

sequencias prototipos utilizados na analise (Kroneman et al., 2011).

Quadro 4.8: Protdétipos de norovirus humanos obtidos do GenBank utilizados neste

estudo com proposito comparativo.

N° de acesso Virus Genogrupo Genétipo/Variante Origem
HQ698901 NoV | 1 Grécia
M87661 NoV | 1 Estados Unidos
L07418 NoV | 2 Reino Unido
JN603244  NoV | 3 Suécia
AB42808 NoV | 4 Japéo
AJ277614  NoV | 5 Reino Unido
AJ277615  NoV | 6 Reino Unido
AJ277609  NoV | 7 Reino Unido
AF538679  NoV | 8 Estados Unidos
X81879 NoV I 2 Reino Unido
EU187437 NoV 1 3 Japéo
JX445158 NoV 1 4 Canada
JX047012 NoV 1 4 Brasil
JN595867  NoV I 4 Estados Unidos
X76716 NoV I 4 Reino Unido
AY587985 NoV I 4 Reino Unido
AB294783 NoV 1 4 Japéo
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FJ383862 NoV I 4 Russia
AJ004864  NoV I 4/1996 Reino Unido
AB303929 NoV 1 4/2001 Holanda
DQO078814 NoV 1 4/2004 Australia
AY883096 NoV I 4/2004 Holanda
GQ849126 NoV I 4/2006a Australia
AY502023 NoV I 4/2002 Estados Unidos
DQ369797 NoV 1 4/2003 China
AB220921 NoV 1 4/2003 Japéao
JX459640  NoV I 4/2010 Austrélia
JN595867  NoV I 4/2010 Estados Unidos
GU445325  NoV I 4/2010 Estados Unidos
JX459902  NoV I 4/2010 Austrélia
AB445395 NoV I 4/2008 Holanda
HQ456344 NoV 1 4/2006b Japéo
EF684915 NoV I 4/2006b Austréalia
EF126965 NoV I 4/2006b Holanda
AB541354  NoV 1 4/2006b Japédo
AB447450 NoV 1 4/2006b Japéao
AB294794  NoV 1 4/2006b Japéao
AB039778 NoV 1 6 Japéao
JX047018 NoV 1 6 Brasil
AJ277618 NoV 1 12 Reino Unido
AY113106 NoV I 13 Estados Unidos
FJ264894  NoV 1 14 Rassia
AY130762 NoV I 15 Estados Unidos
DQ438972 NoV Il 17 Estados Unidos
AB542917  NoV 1 20 Japéo
EU019230 NoV 1 21 India
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4.9-Anélise estatistica

As andlises estatitistica foram realizadas com o auxilio do programa Epi Info 7
(Dean, 2011). Utilizou-se o teste do qui-quadrado de Pearson sem correcdo e quando o
nimero de amostras foi menor do que 10 foi utilizado o teste exato de Fisher sem
correcdo. Para a analise dos resultados obtidos por grupo etério foi utilizado o qui-
quadrado de tendéncia linear. O intervalo de significancia estatistica adotado para
diferencas entre casos positivos e negativos foi o p valor menor ou igual a 0,05,

considerado estatisticamente significativo.
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5-Resultados

5.1- Resultados laboratoriais, aspectos epidemioldgicos e clinicos

O NoV foi detectado em 36,1% (817/2265) das amostras estudadas. A
distribuicdo temporal demonstrou maior frequéncia de detec¢cdo em 2006 com 57,8% de
positividade (Tabela 5.1, Figura 5.1). Durante o periodo de 2004 a 2011 ocorreram 741
surtos de GA no estado, sendo o NoV associado a 44,1% (327/741) dos mesmos. Dos
180 surtos descritos no ano de 2006, 109 (60,5%) foram relacionados a este agente.

A mesorregido Metropolitana de Porto Alegre foi a que concentrou maior
namero de surtos durante o periodo de estudo (n=142), seguida da mesorregido
Noroeste Rio-Grandense, com 101 surtos. As mesorregides Nordeste Rio-Grandense e
Sudeste Rio-Grandense tiveram 55 e 15 surtos, respectivamente. As mesorregides com
menor numero de surtos foram a Centro-Oriental Rio-Grandense (n=8) e a Sudoeste

Rio-Grandense (n=1) (Tabela 5.1 e Figura 5.1).
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Mesorregido

N°NoV+/estudados(%) Ano
Total Nsurtos NoV/estudados(%) 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 Total
Centro Ocidental Rio-Grandense 0 0 5/9(55,5) 1/13(7,7) 1/1(100) 0 0 0 7/23(30,4)
0 0 3/5(60) 1/3(33,3) 1/1(100) 0 0 0 5/9(55,5)
Oriental Rio-Grandense 1/2(50) 3/17(17,6) 33/44(75) 0 3/23(13) 0 0 0 40/86(46,5)
1/2(50) 2/2(100) 2/6(33,3) 0 3/5(60) 0 0 0 8/15(53,3)
Metropolitana de Porto Alegre 7/44(15,9)  18/65(27,7)  90/203(44,3)  28/133(21,1)  66/201(32,8)  51/167(30,5) 52/184(28,3) 22/128(17,2) 334/1125(29,7)
3/37(8,1) 10/23(43,5) 28/59(47,4) 15/31(48,4) 23/52(44,2) 20/49(40,8) 27/54(50) 16/40(40) 142/345(41,1)
Nordeste Rio-Grandense 2/21(9,5) 9/38(23,7) 63/117(53,8) 18/45(40) 23/73(31,5) 11/39(28,2) 4/33(12,1) 3/12(25) 133/378(35,2)
2/11(18,2) 6/14(42,8) 19/32(59,3) 9/16(56,2) 10/20(50) 2/6(33,3) 4/17(23,5) 3/7(42,8) 55/123(44,7)
Noroeste Rio-Grandense 2/6(33,3) 24/83(28,9)  149/230(64,8)  14/55(25,4) 21/72(29,2) 5/35(14,3) 15/39(38,5) 13/20 (65) 243/540(45)
1/18(5,5) 9/25(36) 48/66(72,7) 12/23(52,2) 14/38(36,8) 1/13(7,7) 9/25(36) 7/10(70) 101/218(46,3)
Sudeste Rio-Grandense 0 0/2 27136(75) 0/2 6/18(33,3) 2/2(100) 2/8(25) 1/6 (16,6) 38/74(51,3)
0 0/1 9/10(90) 0/1 2/2(100) 2/2(100) 1/5(20) 1/5(20) 15/26(57,7)
Sudoeste Rio-Grandense 1/12(8,3) 0 0/6 0 0 0 0 0 1/18(5,5)
1/2(50) 0 0/2 0 0 0 0 0 1/4(25)
Sem Informacéao de municipio 3 1 13 0 3 1 0 0 21
Total N°NoV-+/estudados(%) 16/88(18,2)  55/206(26,7) 380/658(57,7) 61/248(24,6) 123/391(31,4) 70/244(28,7) 73/264(27,6) 39/166(23,5) 817/2265(36,1)
Total Nsurtos NoV/estudados(%) ~ 8/70(11,4)  27/65(41,5)  109/180(60.5)  37/74(50)  53/119(445)  25/70(35,7)  41/101(40,6)  27/62(43,5) 327/741(44)

Tabela 5.1: Distribuigdo temporal e geogréafica da frequéncia das infec¢des e dos surtos causados por norovirus (NoV) no periodo

de 2004 a 2011 nas diferentes mesorregides do estado do Rio Grande do Sul.
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Figura 5.1: Distribuicdo mensal por ano de casos positivos para norovirus ocorridos no estado do Rio Grande do Sul no periodo de 2004-

2011. *Os valores de casos estudados e positivos ocorridos nos meses de setembro e outubro de 2006 foram representados pela metade para

melhor apresentacdo no gréafico, sem alteracdo no percentual de deteccdo. Setembro: 142/180; Outubro 108/176.




A anélise temporal de acordo com as estacbes do ano evidenciou uma
sazonalidade significativa (p < 0,05) na taxa de deteccdo de NoV nos meses de

primavera e inverno (Tabela 5.2).

Tabela 5.2: Distribuicdo cumulativa (2004 a 2011) dos casos positivos de norovirus
de acordo com as estac¢des do ano.

Estacéo No. de amostras
positivas/estudadas (%)
Verao 135/504 (26,8)
Outono 86/357 (24,1)
Inverno 307/714 (43)
Primavera 289/690 (41,9)

Foram considerados os meses de janeiro, fevereiro e marco como verdo; abril, maio e junho como outono;
julho, agosto, setembro como inverno e outubro novembro, dezembro como primavera.
Diferencas estatisticamente significativas entre verdo e a primavera (p < 0,05), verdo e inverno (p < 0,05),

outono e primavera (p < 0,05) e outono e inverno (p < 0,05). Valor de p: teste do qui-quadrado de Pearson
sem correcao

A distribuicdo de casos positivos de acordo com o grupo etario demonstrou que
0s adultos maiores de 50 anos apresentaram maior taxa de infeccdo por NoV. Os grupos
incluindo criancas de menores de um ano de idade, de um a dois anos e de cinco a dez
anos de idade apresentaram as menores taxas de infecgdo (=30%). Foi observada uma
tendéncia estatisticamente significativa do aumento da taxa de infeccdo de acordo com o

aumento do grupo etéario (p<0,05) (Tabela 5.3).
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Tabela 5.3: Frequéncia de deteccdo de norovirus de acordo com o grupo etario.

. No. de amostras
Grupo etario .
positivas/estudadas (%)

<1lano 157/514 (30,5)
>1ano <2 anos 153/421(36,3)
>2 anos <5 anos 104/344 (30,2)

>5anos < 10 anos 50/166 (30,1)
> 10 anos < 20 anos 52/143 (36,4)
> 20 anos < 50 anos 197/472 (41,7)

> 50 anos 94/172 (54,6)
Sem informacéo 10/33 (30,3)
Total 817/2265 (36,1)

* teste do qui-quadrado para tendéncia linear; P valor *p < 0,05

Para analise de manifestacOes clinicas foram utilizadas informag6es contidas nas
fichas epidemioldgicas de 932 casos registrados no periodo de 2004 a 2006. A
substituicdo desta ficha no ano de 2006 resultou em um grande ndmero de dados
incompletos, inviabilizando a analise nos anos seguintes.

Vomito e dor abdominal foram as manifestacGes clinicas mais comuns nos
individuos infectados por NoV, sendo o vomito mais frequente em todos os grupos
etarios e dor abdominal no grupo etario de 1 a 10 anos de idade (p < 0,05) (Tabela 5.4).

Com menor frequéncia foram encontrados coriza, sangue, muco, desidratacao e
febre. A tosse se mostrou mais frequente em individuos sem infeccdo por NoV e
maiores de 10 anos de idade (p < 0,05). O mesmo acontece com a presenca de sangue
nas fezes, que é significativamente mais frequente em individuos sem infeccdo e
maiores de 10 anos de idade (p < 0,05). Diarreia com a presenca de muco tambem foi
maior em individuos ndo infectados por NoV no grupo etério de 1 a 10 anos de idade (p

< 0,05) (Tabela 5.4).
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Tabela 5.4: Sinais e sintomas clinicos em pacientes infectados e ndo infectados por

norovirus (NoV), de acordo com o grupo etario no periodo de 2004 a 2006.

Manifestacées <1lano >1ano <10 anos > 10 anos
NoV(+) NoV (-) p NoV(+) NoV (-) p NoV(+) NoV (-) p
N(%) N(%) valor (%) NGO N%) NOO Total
(n=47) (n=71) (n=145) (n=225) (n=253) (n=191)
Muco 11 169
o34 25052 017 19(131) 47(209) 005 39(154) 28(146) 082
Sangue 1 6 4 12 1 14 <0,05 38
24% x
21 (84 27 63 XY e @3 x
F 2
ebre ( 4205) 33(46,5) 067 60(41,4) 93(41,3) 0,99 52(20,5) 50(262) 0,16 308
Vémito 35 104 112 149 523
’ ’ 44’ ’
oag BB3S) <005 O wog OO (sgq 85(445) <005
Dor Abdominal 20 102 128 167 114 570
(@25 P0G 018 a0 569 9 ge0) (s07) OV
Coriza 14 22 176
(og 250352 053 3a(234) 59(262) 054 0 22(115) 032
Tosse 12 15 157
pes 5352 026 3648 45200 027 o) 240126) <005
Desidratacdo oy 13(183) 080" 19(131) 37(164) 038 49(194) 38(199) 088 157

*teste do qui-quadrado de Fisher
Amostras com informacdes ignoradas: 15 amostras no grupo etario < 1 ano e 35 amostras

no grupo etario de > 1 ano < 10 anos.
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5.2- Caracteriza¢do molecular dos norovirus

Com o sequenciamento nucleotidico dos amplicons de PCR das regifes C e D da
proteina VP1 foram genotipadas 110 amostras GIl e duas amostras Gl. O
sequenciamento da regido D possibilitou a caracterizacdo de duas amostras de Gl e 105
GllI, enquanto cinco amostras Gl foram caracterizadas pela regido C. Nao foi possivel
realizar a caracterizacdo de 21,1% das amostras (30/142), pois algumas néo
amplificaram pela PCR por ambas as regibes e outras apresentaram sequencias
nucleotidicas de baixa qualidade.

As Figuras 5.2, 5.3 e 5.4 apresentam os resultados da analise filogenética para
caracterizacdo dos genoétipos de NoV de acordo com as regides gendmicas estudadas.
Devido a alta prevaléncia do genotipo Gll.4, apenas sequencias representativas de cada
cluster e ano foram incluidas na arvore da regido D, portanto 48 amostras ndo estdo
demonstradas.

100 | @ 14412/2007/RS/BRA }an
HQ698901-Gl.1-Thessaloniki-GRC

AJ277615-Gl.6-Sindlesham-UK
AF538679-Gl.8-Boxer-USA

@ 15414/2008/RS/BRA } s
99 [ JINB03244-Gl.3-Lilla Edet-Sweden
AJ277609.1-GI.7-Winchester-UK
AB042808-Gl.4-Chiba
m14-el.5-Musgrow-UK

L07418-Gl.2- Southampton

X76716-Gll.4-Bristol-GBR

0.1

Figura 5.2: Arvore filogenética baseada na analise da regido parcial (D) do gene que codifica

para a proteina VP1 de duas amostras de norovirus pertencentes ao genogrupo | (GI). Arvore

filogenética baseada na sequencia nucleotidica parcial (142pb) da regido codificante da proteina VP1 de norovirus Gl,

reconstruida a partir do método de Neighbor-Joining com o modelo de Kimura 2-parametros e réplicas de 2000 bootstrap. As

amostras estudadas se encontram marcadas com um losango preto. Os valores de bootstrap estdo indicados na arvore

filogenética, valores menores que 70% ndo estdo representados. A barra da parte inferior da figura é proporcional a distancia

genética.
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Figura 5.3: Arvore filogenética baseada
na andlise da regido parcial (D) do gene
gue codifica para a proteina VP1 de 57
amostras de norovirus pertencentes ao
genogrupo Il (GII). Arvore filogenética
baseada na sequencia nucleotidica parcial
(219 pb) da regido codificante da proteina
VP1 de norovirus GII, reconstruida a
partir do método de Neighbor-Joining com
0 modelo de Kimura 2-parametros e
réplicas de 2000 bootstrap. As amostras
estudadas se encontram marcadas com um
losango preto. Os valores de bootstrap
estdo indicados na é&rvore filogenética,
valores menores que 70% ndo estdo
representados. A barra da parte inferior da

figura é proporcional a distancia genética.



25 - @ 11934/2006/RS/BRA
FJ383862-Chelyabinsk-RUS
80 || @ 11709/2005/RS/BRA GIl.4
190] | @ 12107/2006/RS/BRA

— L @ 9968/2004/RS/BRA

AB542917-GlI.20-JP
@ 9732/2004/RS/BRA :|I3II.1 ;
99 Il FJ264894-Moscow-RUS

AF414409-GlI.7-US

M87661-Gl.1

Figura 5.4: Arvore filogenética baseada na analise da regido parcial (C) do gene
gue codifica para a proteina VP1 de 5 amostras de norovirus pertencentes ao

genogrupo 11 (GII). Arvore filogenética baseada na sequencia nucleotidica parcial (219 pb) da

regido codificante da proteina VP1 de norovirus GlI, reconstruida a partir do método de Neighbor-Joining
com o modelo de Kimura 2-parametros e réplicas de 2000 bootstrap. As amostras estudadas se encontram
marcadas com um losango preto. Os valores de bootstrap estdo indicados na arvore filogenética, valores
menores que 70% ndo estdo representados. A barra da parte inferior da figura é proporcional a distancia

genética.

Do total de 112 NoV genotipados foram caracterizados 12 gendtipos circulando
no estado do RS no periodo de estudo. O genotipo mais frequentemente detectado foi o
GIl.4 (n=81 [72,3%]), seguido GII.6 (n=11 [9,8%]), GII.3 (n=6), GII.17 (n=3), GII.12
(n=2), GII1.15 (n=2), GII.2 (n=2), GII.13 (n=1), GII.21 (n=1), GII.14 (n=1). As duas

amostras de NoV GI foram genotipadas como Gl.1 (n=1) e G1.3 (n=1) (Figura 5.5).
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Figura 5.5: Percentual de genétipos de norovirus detectados do estado do Rio
Grande do Sul, no periodo de 2004 a 2011.

Associado a um grande nimero de casos no estudo, o0 NoV GllI.4 foi encontrado
em todos os anos do periodo estudado, principalmente no ano de 2006, que concentrou
37% (30/81) de todas as amostras de Gl1.4 detectadas no estudo. Nesse ano, apenas uma
amostra (GI1.17) foi caracterizada com genotipo diferente de Gll.4. A cocirculacdo de
diferentes genotipos de Gl foi observada em todos os anos. Os anos em que houve uma
maior diversidade na circulacdo de genotipos foram os anos de 2007, 2008 e 2010, com
cinco gendtipos diferentes. Nos anos de 2007 e 2008, além dos diferentes gendtipos de
NoV Gl foi detectado também GI (Tabela 5.5). A ampla distribuicdo geografica do
NoV GlI.4 foi evidenciada pela sua detec¢do em seis das sete mesorregides do estado. A
mesorregido Metropolitana de Porto Alegre apresentou a maior diversidade de
gendtipos circulantes (n=8), seguida da mesorregido Nordeste Rio-Grandense (n=7) e

Noroeste Rio-Grandense (n=5).
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Tabela 5.5: Distribuicdo temporal e geografica dos gendtipos de norovirus

no periodo de 2004 a 2011 nas diferentes mesorregides do estado do Rio Grande do

Sul.

Mesorregioes 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Centro Ocidental _ _ Gll.4(1) _ GI.6(1) _ _ _
Rio-Grandense
Oriental Gll.4(1) _ Gll.4(2) _ Gll.6(1) _ _ _
Rio-Grandense G1.3(1)
Metropolitanade Gll.4(1) Gll.4(2) Gll.4(6) Gll.4(1) GIl.4(4) Gll.4(6) Gl.4(4) GII.4(8)
Porto Alegre Gl11.14(1) GIL17(1) GL1(1) GlL.6(2) GIl.3(2) GlL.3(2)

GI1.21(1) GI1.3(1) Gll.6(1) GII.15(1)
Nordeste _ GII.17(1) GIL4(5) GIl.4(2) Gl.4(2) GllL4(1) GIL4(1) GIL4(2)
Rio-Grandense GIl.6(1) GIL12(1) GIL13(1) GII.3(1)

GI.2(1)

Noroeste _ GILL17(1) GIL4(13) GII.2(1) GIlI.4(5) _ GIlL.4(2) GllL4(1)
Rio-Grandense Gll.4(1) GII.6(1)

GI.6(1) Gl1.15(1)
Sudeste B _ Gl.4(3) GIL6(1) GI.4(1) GIL4A1L) Gl.4(1)
Rio-Grandense GI1.12(1)
Sudoeste GI.6(1) _ _ _ _ _ _
Rio-Grandense
Total 4 4 31 8 20 10 14 16

(n): nimero de amostras genotipadas
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5.2.1-Variantes de norovirus Gll1.4

Todas as 81 amostras de NoV caracterizadas como Gll.4 foram submetidas a
PCR com iniciadores especificos para a amplificacdo do subdominio P2 (Vega et al.,
2011a). N&o foi possivel realizar a caracterizacdo de 35 amostras que ndo amplificaram
na PCR ou apresentaram sequencia nucleotidica de baixa qualidade. A analise
filogentética das 46 sequencias nucleotidicas do subdominio P2, permitiu a
identificacdo de cinco variantes circulando no estado do RS no periodo de 2004 a 2011,

denominadas: 2003, 2004, 2006a, 2006b e 2010 (Figura 5.6).
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Figura 5.6: Arvore filogenética baseada
na andlise da regido parcial (P2) do gene
que codifica para a proteina VP1 de 46
amostras de norovirus pertencentes ao
genogrupo 11 gendtipo 4 (GI1.4). Arvore
filogenética baseada na  sequencia
nucleotidica parcial (633 pb) da regido
codificante do subdominio P2 da proteina
VP1 de norovirus Gll.4, reconstruida a
partir do método de Neighbor-Joining com
0 modelo de Kimura 2-pardmetros e
réplicas de 2000 bootstrap. As amostras
estudadas se encontram marcadas com um
losango preto. Os valores de bootstrap
estdo indicados na arvore filogenética,
valore menores que 70% ndo estdo
representados. A barra da parte inferior da
figura é proporcional a distancia genética



A caracterizagdo das 46 amostras de Gll.4 revelou a prevaléncia da variante
2006b detectada em 47,8% (22/46) das amostras, seguida das variantes 2010 em 41,3%
(19/46), 2006a em 4,3% (2/46), 2004 em 4,3% (2/46) e 2003 em 2,2% (1/46). A Tabela
5.6 apresenta a distribuicdo destas variantes por ano e de acordo com a mesorregido,
destacando a cocirculacéo de variantes no ano de 2006 (2004 e 2006b) e no ano de 2009
(2006a e 2006b). A mesorregido Metropolitana de Porto Alegre foi a que apresentou
circulacdo de maior diversidade de variantes ao longo do periodo estudado (n=5).
Também foi a mesorregido que concentrou 0 maior nimero de amostras caracterizadas
(n=20), seguida da Noroeste Rio-Grandense (n=12), esta com trés variantes. A variante
2006b, além de ser a mais frequente, foi a mais amplamente distribuida, sendo detectada
em seis das sete mesorregides do estado. Na mesorregido Nordeste Rio-Grandense, essa

variante foi detectada quatro anos seguidos (2006-2009) (Tabela 5.6).
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Tabela 5.6: Distribuicdo temporal e geogréfica das variantes de norovirus

Gll.4 no periodo de 2004 a 2011 nas diferentes mesorregides do estado do Rio

Grande do Sul.
Mesorregides 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 Total
Centro Ocidental Rio- 2006b 1
Grandense - - (1) - - - - _
Oriental 2006b 9
Rio-Grandense - - (2 - - - - -
Metropolitana de 2003 2004  2006b 2006b 2006a 2010 2010 20
Porto Alegre @ (@) 3) - 3) Q) 3) ©)
2006b
(1)
Nordeste 2006b 2006b 2006b 2006b 2010 2010 7
Rio-Grandense - - 1) 1) 1) 1) 1) 2)
Noroeste 2004  2006b  2006b 2010 12
Rio-Grandense - - 1) 1) 3) - - 4)
2006b
3 -
Sudeste 2006b 2006a 2010 2010 4
Rio-Grandense _ _ 2) - - 1) 1) ()]
Sudoeste _ _ _ _ _ _ _ 0

Rio-Grandense
(n): nimero de amostras caracterizadas.

A analise global dos resultados obtidos permitiu a caracterizagdo de 33%
(108/327) dos surtos associados a NoV, sendo 73,1% (79/108) dos surtos genotipados
associados ao GllI.4. A Tabela 5.7 apresenta a distribuicdo temporal e geografica destes
surtos evidenciando as variantes de GllI.4, mas também a detecccdo dos genotipos Gl.1,

GI1.13 e GII.15, em trés mesorregides do estado.
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Tabela 5.7: Distribuicdo temporal-geogréafica e caracterizacdo molecular dos surtos associados a norovirus no estado do Rio Grande do

Grande do Sul no periodo de 2004 a 2011.

Mesorregioes 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
N° Gendtipos Ne Gendtipos Ne Gendtipos Ne Gengtipos Ne GenGtipos Ne Genotipos N° Genotipos N° Genotipos
surtos surtos
surtos surtos surtos surtos surtos surtos
Centro
ch’ii’fta' 0 0 0 0 3 GIL4R2006b(1) 1 0 1 GI16(1) 0 0 0 0 0 0
Grandense
Oriental Rio- GI1.6(1)
Grandense 1 Gll.4(1) 2 0 2 GII42006b(2) O 0 3 G1.3(1) 0 0 0 0 0 0
Metropolitana Gll.4(1) Gll.4(1)
Gll.4 (4) GI14(2)
de Porto GI1.4/2003(1) GIL4(1) Gll4(3) Gll.21(1) GI1.4/2006b(3) GI1.4/2006a(1) GI1.4/2010(3) GI1.4/2010(5)
Alegre 4 G140 10 Guasooany 28 CIL4/2008b@E) 15 GLL(L) 23 GIIL6(2) 20 Giazooey ¥ GIl3(2) 16 &11302)
: : GII17(1) Gll4(1) GII.3(1) : GlL6(1) '
GI1.15(1)
Nordeste Rio- Gll.4(1)
Grandense ) - 5 GIATQW) Gll4®@) o Gll4 (1) 10 G”éﬁ%((’f)b(l) ) G”(';‘I’szggk;(l) . ig(lf)(” s GIL42010(2)
: GI1.4/2006b(1) GI1.4/2006b(1) ; : : GI1.3(1)
GlI.21(2)
Noroeste Rio- GI1.4(9) Gll.2(1) GlI.4(2)
Grandense 1 0 9 GILI7(1) 48 GII4/2004(1) 12 G”éﬁ%((’f)b(l) 14 G||G4I/|2'g(§§z>(3) 1 0 9 ;:"165(11) 7 GI.422010(4)
G11.4/2006b(3) : : 15(1)
Sudeste Rio- GI1.4/2006a(1)
Gll4(2) GIL6 (1) GI1.4/2010(1)
Grandense 0 0 0 0 % ananooshy) ° 0 2 2 GII12(1) 1 1 GII.4/2010(1)
Sudoeste Rio- GIL6 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Grandense
Total 9 3 27 2 109 2 37 5 53 5 25 2 40 5 27 3

(n): nimero de surtos genotipados



6-Discussao

Em todo o mundo os NoV tém sido apontados como 0s principais agentes
envolvidos em casos de surto de GA (Patel et al., 2009). A associacdo de 44% dos
surtos de GA analisados nesse estudo aos NoV enfatiza o impacto destes virus no estado
do RS. Este alto percentual corrobora dados provenientes da Europa e Estados Unidos
onde aproximadamente 50% destes surtos sdo causados por NoV (Patel et al., 2009).

A taxa de deteccdo de NoV de 36,1% é superior a obtida em alguns estudos
realizados no Brasil, onde a positividade variou de 8,6% a 20% (Borges et al., 2006;
Victoria et al., 2007; Andreasi et al., 2008; Nakagomi et al., 2008; Ferreira et al.,
2010b). Entretanto, outros estudos demonstraram taxas similares ou superiores variando
de 35% a 66% (Castilho et al., 2006; Soares et al., 2007; Campos et al., 2008; Ribeiro et
al., 2008; Ferreira et al., 2010a). Particularmente, na regido sul do pais a literatura relata
apenas um estudo realizado em Porto Alegre com taxa de 13,2% (Georgiadis et al.,
2010). Vale ressaltar, que o percentual de deteccdo obtido neste estudo esta associado a
populacdo do estudo que inclui somente amostras provenientes de surtos.

A andlise da distribuicdo mensal ao longo dos oito anos de estudo evidenciou
uma sazonalidade das infeccBes por NoV nos meses de primavera e inverno. Estes
dados sdo semelhantes aos observados em estudos que apontam uma maior ocorréncia
de infeccdes por NoV em meses mais frios (Fankhauser et al., 1998; Mounts et al.,
2000; Green et al., 2002), embora ainda seja discutivel o padrdo de sazonalidade para
este virus (Lopman et al., 2003; Marshall et. al, 2003; Parashar et al., 2004; Andreasi et
al., 2008; Soares et al., 2007). Vale ressaltar, que Georgiadis e colaboradores (2010) na
cidade de Porto Alegre verificaram um pico de deteccdo na primavera. Picos de

deteccdo em meses de baixa umidade foram descritos por outros autores brasileiros
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(Victoria et al, 2007; Ferreira et al., 2010a, 2010b), entretanto ja foi descrito pico de
deteccdo em periodo de alta umidade (Borges et al., 2006).

A relagdo NoV e grupo etdrio demonstrou uma tendéncia estatisticamente
significativa no aumento da taxa de deteccdo e maior idade das pessoas estudadas com o
aumento do grupo etério, o que pode ser decorrente da populacdo estudada. Esta
investigacdo foi conduzida utilizando amostras previamente negativas para RV-A, e
provavelmente, o perfil etioldégico das GA em criancas € mais diverso, incluindo uma
taxa maior de infeccdo por outros agentes virais, como astrovirus, adenovirus, assim
como de virus emergentes como HBoV e Aichi, alem de etiologias parasitarias e
bacterianas. Isto poderia explicar a menor taxa de deteccdo de NoV em faixas etarias
inferiores, quando comparadas a adultos (Cardoso et al., 2002; Victoria et al., 2007;
Carvalho-Costa et al., 2011; Bicer et al., 2011; Verma et al., 2011; Cashman &O'Shea,
2012; Sousa et al., 2012). Os NoV acometem pessoas de todas as idades (Rockx et al.,
2002; Borges et al., 2006; Ferreira et al., 2008, 2010a; Patel et al., 2009), embora alguns
estudos demonstrem taxas de infeccdo maiores entre criancas, sendo apontado como o
segundo principal agente viral causador de gastroentrites em criancas depois dos RV-A
(Tompkins et al., 1999; Pang et al., 2000; de Wit et al., 2001).

Em relacdo as manifestacaoes clinicas ndo foi possivel realizar a analise de todos
os anos do periodo de estudo, pois a partir do ano de 2006 a ficha epidemiolégica foi
substituida por outro modelo e passou a ser preenchida de forma incompleta. Por esse
motivo a analise ficou detida ao periodo de 2004 a 2006, sendo possivel verificar que o
vomito foi significativamente mais frequente em individuos infectados por NoV, sendo
observado em todos 0s grupos etarios. Em contrapartida, a dor abdominal foi mais
frequente em criangas de 1 a 10 anos de idade. Pesquisas anteriores revelam que estas

sdo as principais manifestagdes clinicas observadas em pacientes com infec¢do por NoV
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(Kaplan et al., 1982; Hedberg & Osterholm, 1993; Becker et al., 2000; Rockx et al.,
2002; Lopman et al., 2004; Patel et al., 2009; Arias et al., 2010). Rockx e colaboradores
(2002) descreveram vomito em maior frequéncia em adultos, embora alguns autores
tenham observado maior frequéncia em criangas e adolescentes (Kaplan et al., 1982;
Hedberg & Osterholm, 1993; Thornton et al., 2004; Arias et al., 2010; Ferreira et al.,
2010a). Sintomas como dores abdominais podem ser dificeis de detectar em criangas

menores de um ano de idade, o que pode explicar menor frequéncia nesse grupo etario.

A andlise estastitica demonstrou que diarreia sanguinolenta ou com muco e tosse
ndo estdo associados a infecgdo por NoV corroborando estudos anteriores. (Hedberg &
Osterholm, 1993; Rockx et al., 2002; Lopman et al., 2004), estando provavelemente

asociado a outras etiologias.

6.1-Caracterizacdo molecular

A analise dos dados evidenciou a grande diversidade de NoV circulando em
diferentes mesorregides do estado, compreendendo principalmente gendtipos do Gl (10
genotipos caracterizados) e apenas dois do Gl. A baixa frequéncia de GI detectada
corrobora estudos anteriores que também observaram baixa frequéncia desse genogrupo
(Castilho et al., 2006; Victoria et al., 2007; Barreira et al., 2010; Ferreira et al., 2010a,
2012a; Fioretti et al., 2011), embora outros tenham demonstrado maior envolvimento
deste em surtos quando comparado ao Gll (Chapman et al., 2011; Arvelo et al., 2012;
Nenonen et al.,, 2012). A deteccdo do GI.1 representa a primeira descricdo deste
gendtipo no Brasil, que tem sido associado a surtos e casos esporadicos em diferentes

paises, tais como: Korea (Park et al., 2012), Croécia (Ljubin-Sternak et al., 2007),
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Hiroshima (Fukuda et al., 2008), Madagascar (Papaventsis et al., 2007), india (Nayak et
al., 2009), Japédo (Phan et al., 2006) e Italia (Ramirez et al., 2009). O genétipo GI.3 foi
descrito anteriormente no Brasil nos estado de S&o Paulo e Rio de Janeiro (Castilho et
al., 2006; Ferreira et al., 2010a, 2012a; Fioretti et al., 2011).

Em relacdo ao GllI, ficou evidente o impacto da circulgdo do GIl.4 no estado do
Rio Grande do Sul, com sua detec¢do em todos os anos do periodo estudado e em seis
das sete mesorregides do estado. Outros estudos brasileiros evidenciaram a prevaléncia
desse gendtipo em diversos estados, em individuos hospitalizados e ndo hospitalizados
de diversas faixas etarias (Castilho et al., 2006; Victoria et al., 2007; Campos et al.,
2008; Barreira et al., 2010; Ferreira et al., 2010b, 2012b; Fioretti et al., 2011) e em
surtos (Gallimore et al., 2004; Ferreira et al., 2010a, 2012a). O impacto do GlI.4 nas
infeccbes por NoV tem sido descrito, estando associado a maior parte dos surtos
ocorridos pelo mundo desde meados de 1990 (Siebenga et al., 2007b, 2009; Reuter et
al., 2008; Patel et al., 2009; Pang et al., 2010; Zheng et al., 2010; CDC, 2011; Marshall
et al., 2011; Jeong et al., 2012; Lai et al., 2012).

Surtos decorrentes de outros genétipos de Gl também sdo freqiientes em todo
mundo. Neste estudo, o GII.6 foi o segundo prevalente, corroborando dados de sua
prevaléncia no pais (Castilho et al., 2006; Barreira et al., 2010; Fioretti et al., 2011
Ferreira et al., 2010a). No Japdo esse genotipo também foi o segundo prevalente em
criancas ndo hospitalizadas com GA e associado ao surgimento de uma nova variante
(Chan-It et al., 2012). Estudos na India, China, Finlandia e Escdcia demostram a
circulacdo frequente desse gendtipo (Chhabra et al., 2009; Nataraju et al., 2011;
Puustinen et al., 2011; McAllister et al., 2012; Zeng et al., 2012).

Os GI1.2, GIl.3 e GII.14, encontrados em baixa frequéncia nesse estudo foram

detectados em estudos prévios realizados no Brasil e em outros paises (Borges et al.,
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2006; Victoria et al., 2007; Barreira et al., 2010; Fioretti et al., 2011; Mathijs et al.,
2011; Résénen et al., 2011; Fernandez et al., 2012; Gomez-Santiago et al., 2012; Yassin
et al., 2012; Zeng et al., 2011 e 2012). No Japdo, o GIl.2 se destacou por ser o
prevalente em casos de surtos entre os anos de 2009 e 2010 (lritani et al., 2012). O
GI1.3 foi detectado no pais nos estados da Bahia (Borges et al., 2006), Espirito Santo
(Barreira et al., 2010) e Rio de Janeiro (Gallimore et al., 2004). Na Eti6pia, foi
observado em maior frequéncia quando comparado a outros genotipos em casos de GA
(Yassin et al., 2012), Recombinantes de GII.3 (GII.3/Gll.b) foram detectados em
criancas hospitalizadas na Australia (Mahar & Kirkwood, 2011). O GIl.14 também foi
detectado no Espirito Santo (Barreira et al., 2010) e em baixa frequéncia na China,
Japéo e India (Chhabra et al., 2009; Chan-It et al., 2011; Zeng et al., 2011 e 2012).
Recombinantes de GI1.6/Gll1.14 e GI1.8/GIl.14 foram descritos na Korea (Han et al.,
2011) e Gana (Armah et al., 2006), respectivamente.

A deteccdo do GII.21 no RS representou a segunda descri¢do deste gendtipo no
pais, sendo a primeira no estado do Rio de Janeiro (Ferreira et al., 2012b). Este gendtipo
foi descrito inicialmente como uma possivel recombinacdo entre Gll.b e GII.18
(Chhabra et al., 2010). Atualmente, € representado com amostras de referéncia do
Iraque (AY675554) e India (EU019230), na ferramenta on line Norovirus Genotyping
Toll Version 1.0 (Kroneman et al., 2011). Um estudo recente demonstra a detec¢do
desse gendtipo em amostras ambientais de um rio na Espanha (Pérez-Sautu et al., 2012).

Os GII.12 e GI1.17 também foram descritos no Brasil recentemente (Fioretti et
al., 2011; Ferreira et al. 2012). Poucos estudos descrevem o gendtipo GI1.12 em outros
paises, com relatos no Japdo (Fukuda et al., 2010), Estados Unidos (Vega & Vinjé,
2011b) e Guatemala (Arvelo et al., 2012). Este gendtipo foi encontrado com maior

frequéncia que GIl.4 em criancas hospitalizadas no Vietnam (Tamura et al., 2010) e em
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criangas na Finlandia (Puustinen et al., 2011). Nos Estados Unidos, um recombinante
GI1.g/Gll1.12 foi detectado em um surto ocorrido no ano de 2010 (Takanashi et al.,
2011). O GII.17 também foi detectado na Korea do Sul, Argentina, Tailandia,
Guatemala, Camardes, China, Argentina e Nicaragua (Bucardo et al., 2008; Gomes et
al., 2008; Chung et al., 2010; Jin et al., 2010; Kittigul et al., 2010; Ayukekbong et al.,
2011; Arvelo et al., 2012).

Os GII.13 e GII.15 detectados neste estudo representam a primeira descrigcdo
destes gendtipos na América Latina. O GII.13, com poucos relatos na literatura, tem
sido associado a surtos na Escdcia, Bélgica e Australia (Bruggink & Marshall, 2009;
Mathijs et al., 2011; McAllister et al., 2012). Também foi descrito em criancas
hospitalizadas no Vietnam e China (Trang et al., 2012; Zeng et al., 2012). Em um
estudo conduzido na India, Chhabra e colaboradores (2010) descreveram o0
recombinante G11.3/GI1.13. O GI1.15 foi descrito em surtos ocorridos no Japéo, Turquia
e China (Iritani et al., 2010; Jin et al., 2011; Ahmed et al., 2012).

Na ultima década estudos realizados em outros estados brasileiros demonstraram
a grande diversidade genética dos NoV relatando a circulacdo dos NoV Gl e Gll
(Castilho et al., 2006; Fioretti et al., 2011; Ferreira et al., 2012a). Na America Latina,
em paises proximos ao estado do RS, esta diversidade também tem sido relatada, assim
como a descricdo do GIV e de recombinantes (Martinez et al., 2002, Gomes et al., 2007,
2008; Galeano et al., dados ndo publicados). A deteccdo na América Latina de
diferentes gendtipos de NoV demonstra a importancia da vigilancia ativa destes virus

em casos de gastroenterite aguda, incluindo sua analise molecular.
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6.1.1-Variantes de norovirus Gll.4

A associacgdo de cinco variantes de GIl.4 aos surtos ocorridos no estado do Rio
Grande do Sul no periodo estudado (8 anos) corrobora o impacto epidemiolégico da
introducdo de novas variantes uma regido geografica (Bull & White, 2011; Siebenga et
al., 2007a, 2009).

A variante GI1.4/2003 e GI1.4/2004, detectadas nos anos de 2004 e 2005
respectivamente, demonstraram um padrdo de circulacdo semelhante ao que foi
observado na Nova Zelandia (Greening et al., 2012), no Japao (Motomura et al., 2010) e
Australia (Bruggink &Marshall, 2010), embora tenham sido detectadas em baixa
frewquéncia. Entretanto, as variantes de GllI.4, caracterizadas no ano de 2006 (variantes
2006a e b), representaram 37% de todas as Gll.4. As variantes Gl1.4 2006a/b foram
apontadas, em diversos estudos, como causadora de varios surtos ao redor do mundo e,
atualmente sdo reconhecidas como variantes pandémicas (Bull et al., 2006; Tu et al.,
2008; Siebenga et al., 2009; Eden et al., 2010; Marshall et al., 2011).

Neste estudo, a variante 2006b foi a prevalente, sendo detectada ao longo dos
anos (2006 a 2009) e, também, a mais amplamente distribuida entre as mesorregies do
estado. A 2006a foi detectada somente em 2009 em uma mesorregido. Alguns estudos
relatam a variante 2006a como predominante em alguns paises durante o periodo de
2005-2006, sendo substituida em seguida pela variante 2006b no periodo de 2006-2007,
permanecendo em circulacdo até o periodo de 2008-2009 (Kroneman et al., 2006; Tu et
al., 2008; Kamel et al., 2009; Motomura et al., 2010; Tran et al., 2012). Em todo o
mundo, ao longo dos anos, enquanto a prevaléncia da variante 2006a decrescia, a

variante 2006b permanecia circulando em alta frequéncia (Siebenga et al., 2009).
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No ano de 2010 e 2011 a variante GI1.4/2010 foi dominante, detectada em trés
das sete mesorregides do estado do RS. Nos EUA, essa variante foi detectada pela
primeira vez no inverno de 2009-2010, envolvida um grande nimero de surtos causados
por Gll.4 no ano de 2010, embora ndo tenha sido relacionada com o aumento do
namero de surtos. Em dezembro de 2009 a variante 2006b, até entdo dominante, ja
havia sido substituida pela variante 2010, que foi responsavel por 75% dos surtos de
NoV nos EUA (Vega et al., 2011a, Yen et al., 2010). Na Bélgica foi demonstrada a
substituicdo da variante 2006b pela variante 2010 a partir de dezembro de 2009, assim
como ocorreu nos EUA (Mathijs et al., 2011).

A substituicdo de variantes de Gll.4, observada nas infecgdes por NoV, expde a
populacdo susceptivel a um virus ao qual ndo possui imunidade, explicando o
envolvimento frequente deste gendtipo em surtos de GA e sua alta prevaléncia em todo
o mundo (Bull et al., 2006; Tu et al., 2008; Marshall et al., 2011).

A grande diversidade de NoV, assim como o surgimento a intervalos regulares
de novas variantes de GII.4 associadas a surtos foi demonstrada neste estudo
enfatizando a necessidade de se manter uma vigilancia epidemioldgica molecular desses
virus no estado e no pais. Estes resultados alertam também para a importancia de se
estabelecer uma rede de vigilancia que integre os diferentes estados e paises vizinhos, e
auxilie nas medidas de prevencdo de surtos. Dados de diverisdade genética e
distribuicdo viral também sdo fundamentais para o desenvolvimento de uma vacina

eficaz
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7-Concluses

A frequencia de infeccdes (36%) e a associacdo dos NoV a 44% dos
surtos estudados demonstram o impacto destes virus nos casos de GA
estado do RS.

A alta frequencia de infeccbes por NoV (36%) estd relacionada a
populacdo de estudo (casos provenientes de surtos e com diagnéstico
negativo para RV-A).

O aumento da frequéncia de infeccdo por NoV foi relacionado ao
aumento do grupo etéario.

A sazonalidade das infec¢bes por NoV foi associada as estacOes de
primavera e inverno.

As manifestacdes clinicas mais frequentes nas infecgdes por NoV sédo
vOmito e dores abdominais. Diarréia com sangue e muco ndo esta
relacionada a infeccdo por NoV.

A diversidade de gendtipos de NoV no estado foi evidenciada pela
deteccdo de dois genotipos pertecentes ao Gl e 10 ao GlI.

Este foi o primeiro estudo a detectar GI.1, GI1.13 e GI1.15 no Brasil.

O gendtipo GIl.4 foi o prevalente, com distribuicdo geografica ampla,
detectado em seis das sete mesorregides do RS e em todos o0s anos do
periodo estudado.

A caracterizacdo de variantes de NoV GI1.4 demonstrou a circulacéo de
cinco variantes distintas durante o periodo estudado: 2003, 2004, 2006a,

2006b e 2010.
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A variante GI1.4/2006b foi detectada mais frequentemente quando
comparada as outras variantes, estando associada a um grande nimero de
surtos até 2010, quando a variante GI1.4/2010 foi introduzida.

O grande numero de genétipos e variantes de Gll.4 demonstrou a
diversidade dos NoV associados a surtos de GA, revelando a importéancia
de se estabelecer uma vigilancia epidemioldgica e molecular ativa destes

virus no estado e no pais como um todo.
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8-Perspectivas

Realizar o estudo de evolugdo e avaliar a dispersdao populacional dos NoV
circulantes no estado do RS no periodo de 2004 a 2011
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10.1- Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

Ministério da Salde
Fundag&o Oswaldo Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP/FIOCRUZ

Rio de Janeiro, 15 de maio de 2006.

| PARECER

Titulo do Projeto: “Detecgéo e Identificacdo de Virus Responsaveis pela Etiologia da
Gastroenterite Aguda”

Protocolo CEP: 311/06

Pesquisador Responsavel: José Paulo Gagliardi Leite

Instituigdo: IOC

Deliberagdo: APROVADO

O estudo tem como objetivos detectar rotavirus A e C, astrovirus, calicivirus humanos
e adenovirus entéricos, em amostras fecais de gastroenterite agudas, além de implementar
metodologias para a detecgdo de outros virus, associados a estas infeccbes, com
caracterizagdo molecular e andlises genealogicas, na busca de variagbes geogréficas e/ou
temporais.

Segundo a Organizagio Panamericana de Saude as gastroenterites agudas s&o,
ap6s as infeccdes respiratérias agudas, constituem o mais importante agravo & saude em
criangas menores de cinco anos. Associados ao quadro de desnutrigdio, estas sé&o
responsaveis por mais de 3,3 milhdes de mortes no mundo, sendo que um milh&o destas
ocorre na América Latina. O trabalho pretende identificar outros virus gastroentéricos
causadores de doencas em nosso meio, objetivando a criagdo de um Programa de
Vigilancia Epidemiolégica e Laboratorial de detecgdo e caracterizagdo molecular
(identificag@o) de virus, no sentido de auxiliar a avaliagdo do impacto na introdugéo da
vacina em nosso pais.

Trata-se de um projeto integrado, envolvendo atividades de Graduagédo e Pos-
Graduagéo.

Serzo utilizadas fezes obtidas de amostras encaminhadas para diagnostico e
identificacéo viral que estdo armazenas no laboratério, onde a pesquisa sera executada, ou
enviadas pelos LACENS, ou unidades hospitalares.

O projeto ndo oferece nenhum risco fisico aos participantes com referéncia a
obtencéo do material biolégico para estudo.

O TCLE esta claro, com as informagdes necessarias.

A equipe envolvida no estudo é qualificada para tal e o projeto seré desenvolvido no
Laboratério de Referéncia para Rotaviroses, do Depto. de Imunologia, do Instituto Oswaldo
Cruz.

Apés andlise das respostas as pendéncias emitidas no parecer datado de
28/04/2006 por este colegiado, tendo por referéncia as normas e diretrizes da Resolucéo
196/98, foi decidido pela APROVACAO do referido protocolo.

Informamos, outrossim, que deverfo ser apresentados relatérios parciais/anuais e
relatorio final do projeto de pesquisa.

Além disso, qualquer modificacdo ou emenda ao protocolo original devera ser
submetida para aprecia¢édo do CEP/Fiocruz.

j“’“* «N\(Ma S Cany
Alda Maria Da-Cruz

Vice-Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
Em Seres Humanos da Fundaq:éo Oswaldo Cruz
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10.2-Ficha Epidemioldgica

v. Brasil, 4355 - CEP 21045-900
el: 2553-2417 Fax: 2538-4491

Local:

Contato (nome};

Contato (fone];

Contato (faxi:

Prontuarno:|

BoletindeEme:gem:aql

Data:__J/__|__ de Regstro: Virologia
| proesckado ne FYOCRLD)

Endereco (baimo/municpio):

Sexo: 1-M[] 2-F[]

13- LM exduswvo [ |

16- Possui animal em casa?
17- Uso de antibioticos?

-~

Sim
8- Inapeténcia:

8- Corizx [
10- Tosse: D

11- Rash cutineo: [__|
12- Desidratagio [ |

14-Msta [ | 15-Outros [ |
sm[__] NSo[ ] Qual?

Sm[_] NSo[ | Qua?

(333. e carimbo)
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