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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO

Maria Eugenia Galeano Dinatale

A gastrenterite aguda (GA) é uma causa importante de morbidade e mortalidade
infantil, no mundo. Segundo a OMS, as gastrenterites sdo, junto as infeccles
respiratorias agudas, 0s mais importantes agravos a saude das criangas <5 anos, sendo
responsaveis por 17% das 10,4 milhGes de mortes a cada ano. No Paraguai, a GA
constitui a terceira causa de mortalidade em criancas menores de 5 anos, para as quais a
importancia epidemioldgica e filogenia dos rotavirus A (RV-A) tem sido amplamente
descritas. No entanto, pouco se sabe sobre a importancia epidemiolégica de outros virus
na etiologia da doenca. Os norovirus (NoV), género Norovirus da familia Caliciviridae,
sdo amplamente reconhecidos como 0s principais agentes causadores de surtos de GA
ndo bacteriana e como o segundo virus mais prevalente em infec¢des esporadicas. Neste
estudo foi analisada a presenca de NoVs em 378 amostras de fezes, negativas para
bactérias patogénicas e RV-A, coletadas de criangas < 5 anos de idade atendidas em
ambulatorios ou hospitalizadas em Assuncédo, capital do Departamento Central e do
pais, Paraguai, no periodo de 2004/2005. Cento e sessenta e uma amostras (42,6%)
foram positivas para NoVs através de ensaio para amplificacdo parcial do gene da
polimerase viral. Nenhum pico sazonal ou diferenga na incidéncia entre faixas etarias
foi identificado. NoVs dos genogrupos | e Il foram detectados em 42% e 58% das
amostras positivas, respectivamente. Os genotipos encontrados foram: Gll.4 (18%),
GI11.17 (18%), mais prevalentes; GI1.6 (14%), GII.7 (14%), GI1.3 (10%), GIL.5 (3%),
GI1.8 (3%), GI1.16 (3%), GI1.3 (14%) e GI1.8 (3%); e as relacdes filogeneticas com as
estirpes da regido e 0 mundo sao apresentadas no presente estudo. Os genotipos GII.5 e
G1.8, identificados no mesmo, sdo descritos pela primeira vez na América do Sul. Os
resultados aqui apresentados mostram que NoVs sdo uma causa importante de GA no
Paraguai e seu acompanhamento continuo sera essencial para determinar o impacto real
das infeccdes por estes virus.
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ABSTRACT
MASTER DEGREE DISSERTATION

Maria Eugenia Galeano Dinatale

Acute gastroenteritis (AGE) is an important cause of infantile morbidity and mortality
worldwide. According to WHO, AGE and the acute respiratory infections are the most
important health problems in <5-year-old children, being responsible of 17% of 10.4
million of death every year. In Paraguay, AGE is the third cause of mortality in children
<5 years old, for which the epidemiological importance of group A rotaviruses (RV-A)
has been extensively described; however, little is known about the importance of other
viruses. Noroviruses (NoVs), genus Norovirus from the Caliciviridae family, are widely
recognized as the most important causative agents of non-bacterial AGE outbreaks and
the second most prevalent viruses in sporadic infections. In this study we screened the
presence of NoVs in 378 fecal samples, negative for pathogenic bacteria and rotavirus
group A (RV-A), collected from children <5 years old with AGE, admitted as out- or in-
patients in Asuncion, the capital of the Central State and the country, Paraguay, during
2004-2005. One hundred and sixty-one samples (42.6%) were positive for NoVs by
partial gene amplification of the viral polimerase. No seasonality or differences in the
incidence of the different age-groups were detected. NoV GIl and GI were detected in
58% and 42% of the positive samples, respectively. The frequencies of genotypes
detected were: Gll.4 (18%), GII.17 (18%), the more prevalent; GI1.6 (14%), GII.7
(14%), GI1.3 (10%), GIL.5 (3%), GI1.8 (3%), GII.16 (3%), G1.3 (14%) and G1.8 (3%);
the phylogenetic relationships among these strains and the ones that circulated in the
region and around the world is shown in this study. Genotypes GII.5 and GI.8 are
described here for the first time in South America. The results presented here show that
NoVs are an important cause of AGE in Paraguay and its continuous monitoring will be
essential to determine the real impact in AGE infections.
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1. INTRODUCAO
1.1. As gastrenterites

As doengas diarréicas, epidémicas e esporadicas, sdo causas comuns de
morbidade e mortalidade em pessoas de todas as idades (Bryce et al 2005).Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) as gastrenterites agudas (GA) séo, junto com as
infeccdes respiratdrias agudas (IRA), os mais importantes agravos a saude das criancas
<5 anos; sendo responsaveis por 17% das mortes anuais nesta faixa etaria (Mathers et al
2005).

Os casos de gastrenterite aguda sdo definidos clinicamente pela ocorréncia de
trés ou mais evacuacgOes liquidas ou de pouca consisténcia em um periodo de 24 horas,
acompanhadas ou ndo de dois ou mais episddios de vémito ao dia (Rodriguez-Baez et al
2002). A doenca € causada por agentes infecciosos que aderem ou invadem a mucosa
intestinal, assim como pela acdo de enterotoxinas produzidas por esses agentes.

Os virus sdo importantes agentes etioldgicos da GA, principalmente em criancas,
0s mais relevantes sdo os Rotavirus (RV), Norovirus (NoV), Astrovirus (AstV) e
Adenovirus entéricos (AdV) (Green et al 2007, Estes MK & Kapikian AZ 2001, Santos
& Soares 2008). Do ponto de vista clinico, as GA causadas por virus dificilmente
podem ser distinguidas daquelas causadas por bactérias, produzindo geralmente um
processo autolimitado de diarréia e vémito, com duracdo aproximada de 1 a 7 dias
(Wilhelmi et al 2003).

O diagnéstico da etiologia viral das gastrenterites foi estabelecido através do
isolamento viral pela técnica de cultura celular; ex. Adenovirus (Hilleman & Werner
1954); das tecnicas de deteccdo de antigenos e, apartir da década de 1970, pelo uso da
microscopia eletronica (ME), que permitiu a identificacdo dos Rotavirus (Bishop et al
1973), Astrovirus (Madeley & Cosgrove 1975) e Norovirus (Kapikian et al 1972).
Posteriormente, 0s métodos de biologia molecular demonstraram a real importancia dos

virus como agentes etiolégicos da doenca (Kapikian et al 1972; Jiang et al 1992a).

1.2. Os norovirus
1.2.1. Histérico
Os primeiros casos reportados de GA datam da década de 1930, quando

Zahorsky (1929) descreveu a doenca, altamente infecciosa, denominando-a “winter
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vomiting disease”, cujas caracteristicas clinicas predominantes eram vomito, dores
abdominais e diarréia. Dados que foram confirmados em estudos posteriores (Reimann
et al 1945; Clarke et al 1972).

Kapikian e colaboradores (1972) determinaram a etiologia de um surto de GA
que ocorreu em uma escola elementar em Norwalk, Ohio, nos Estados Unidos em 1968.
Através de ME, observaram particulas esféericas virais de aproximadamente 30 nm de
diametro e denominaram-nas virus Norwalk (Norwalk virus) (Adler & Zickl 1969;
Kapikian et al 1972).

A obtengdo de anticorpos tanto em condi¢des naturais como em condigdes
experimentais, juntamente com outras evidéncias, confirmaram o virus Norwalk como
agente etiolégico do surto de Ohio, sendo o primeiro virus descrito como causador da
gastrenterite aguda. Posteriormente, o diagnostico de quadros de GA pela ME resultou
na descricdo de outros virus com propiedades e morfologia semelhantes ao do virus
Norwalk, sendo denominados “Norwalk-like viruses” (NLV), entre eles foram
agrupados virus emergentes como o virus de Hawaii, detectado em um surto familiar de
gastrenterite ocorrido em Honolulu em 1971, e o virus de Snow Mountain, proveniente
de um surto em um campamento em Colorado, 1976 (Thornhill et al 1977; Dolin et al
1982; Parashar et al 2001; Green et al 2007).

1.2.2. Classificagdo

O virus Norwalk e os NLVs foram inicialmente descritos como pertencentes a
familia Picornaviridae, baseado na aparéncia do virion quando observado a ME (Caul
& Appleton 1982; Appleton 1987).

A clonagem e a caracterizagdo molecular do genoma viral por Xi e colaboradores
(1990) viabilizaram a expressdo do capsideo viral (Virus Like Particles, VLPs) em
sistemas heterdlogos, permitindo o melhor entendimento da composi¢do molecular do
virus, além do desenvolvimento de métodos de diagndstico. A producdo de VLPs
possibilitou o desenvolvimento de métodos imunoenziméticos (EIA) de deteccdo de
antigenos (Ags) e anticorpos (Acs) que, em conjunto com os testes moleculares,
permitiram evidenciar a importancia epidemioldgica destes virus. Posteriormente, o
gene que codifica a proteina do capsideo dos NLV foi clonado, permitindo avancos na
compreensdo do genoma viral (Xi et al 1990; Leite et al 1996).
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Com base nos estudos do genoma dos diferentes NLVs o Comité Internacional
de Taxonomia Viral (International Committee for Taxonomy of Viruses, ICTV) decidiu,
no ano 2002, pela classificacdo destes virus no género Norovirus, da familia
Caliciviridae. Este nome deriva da palavra latina "calix", que significa célice, por causa
da forma observada na superficie das particulas virais quando visualizadas através de
ME. No entanto, geralmente os norovirus (NoV) ndo apresentam sua morfologia tipica
nas imagens produzidas por essa técnica (Caul & Appleton 1982; Appleton 1987; Jiang
et al 1993; ICTV 2010).

Outra particularidade do genoma destes virus, que permitiu a sua classificacao
como membro da familia Caliciviridae, € 0 RNA subgenémico que codifica para as
proteinas do capsideo. A sintese do RNA subgenémico em células infectadas com
calicivirus demonstrou uma grande diferenca entre as estratégias de replicacdo e,
consequentemente, entre as familias dos calicivirus e os picornavirus (Ehresmann &
Schaffer 1977; Green et al 2007).

Atualmente, a familia Caliciviridae é constituida por cinco géneros: Norovirus,
representado pelo “Norwalk virus”; Vesivirus; Lagovirus; Sapovirus e o Nebovirus
(anterior Becovirus), recentemente reconhecido pelo ICTV como o quinto e mais novo
género da familia (Green et al 2000; Smiley et al 2002). Alguns autores sugerem a
existéncia de um sexto género, o0 Recovirus, caracterizado pelo “Tulane virus” um novo
calicivirus, porém ainda em espera de revisdo pelo ICTV. Os géneros Norovirus e
Sapovirus formam o grupo de calicivirus que infectam humanos (HuCV) (Farkas et al
2008; Farkas et al 2010; Tan et al 2009) (Figura 1).

Até 0 momento, os NoVs humanos ndo foram isolados em cultura celular e por
este motivo ndo é possivel a sorotipagem direta utilizando anticorpos neutralizantes. A
transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR) e o
sequenciamento genémico tém demonstrado que esses virus sdo genetica e

antigenicamente diversos (Zheng et al 2006).
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Figura 1: Filogenia da familia Caliciviridae. Arvores construidas com base em
alinhamentos de sequéncias de aminoacidos da nucleosideo trifosfato hidrolase (NTPase) (A),
da polimerase (B), e da proteina do capsideo viral (VP1) (C). A barra de escala representa a
distancia filogenética expressa em unidades de substituicGes de aminoacidos por sitio. Adaptado
de Farkas et al 2008.

Baseado na analise da sequéncia parcial ou completa dos genes que codificam a
RNA polimerase viral ou a proteina do capsideo viral (VP 1), os NoVs sdo classificados
em 5 grupos genéticos, os genogrupos (Gl a GV). Mesquita e colaboradores (2010)
sugerem um sexto genogrupo, baseados na divergéncia entre as sequéncias
nucleotidicas de um NoV canino, recentemente descrito, e as variantes descritas nos
outros géneros. Como regra geral, considera-se que as estirpes que compartilham >85%
de identidade de aminoacidos (aa) se encontram dentro de um mesmo genotipo (>97%
de identidade nucleotidica no nivel gendmico) (cluster genético), estirpes de diferentes

genotipos dentro do mesmo genogrupo compartilhnam entre 55% e 85% de identidade de



aa (69 — 97% de identidade nucleotidica); entretanto, as estirpes de diferentes
genogrupos estdo mais distantes, com 51-56% do genoma similaridade de nucleotideos
(Katayama et al 2002b; Zheng et al 2006; Mesquita et al 2010). Com base nesses
critérios, foram identificados pelo menos 32 genotipos de NoV (Zheng et al 2006;

Martella et al 2007; Patel et al 2008; Patel et al 2009) (Figura 2).
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Figura 2: Classificagdo dos Norovirus. Com base na diversidade genética da sequéncia
completa do gene que codifica a VP1, os NoV sao classificados em 5 genogrupos (Gl a GV) e
32 genotipos. As cepas humanas se agrupam entre os genogrupos Gl, Gll e GIV. Adaptado de
Zheng et al 2006 e Patel et al 2009.

1.2.3. Morfologia e Caracteristicas Bioldgicas

As particulas virais sdo esféricas, medem de 30-40 nm de didmetro e apresentam

32 depressdes grandes na superficie do capsideo (Green et al 2007) (Figura 3).



Figura 3: Micrografia eletronica dos norovirus. Particulas virais de NoV em uma

suspensdo fecal visualizada através de ME. Adaptado de Fankhauser et al 2002.

Os Norovirus sdo virus ndo envelopados e contém um genoma de RNA de fita
simples, com polaridade positiva, que estd protegido pelo capsideo constituido por
multiplas copias da proteina viral VP1, e de algumas cépias de uma segunda proteina
basica, a VP2 (Greenberg et al 1981).

As técnicas de ME, cristalografia de raios X e computacionais de processamento
de imagem tém sido utilizadas para o estudo da estrutura tridimensional de VLPs e
demonstraram que 0s NoVs exibem uma simetria icosaédrica, de numero de
triangulacdo igual a trés (T=3), com as 180 moléculas da proteina do capsideo
organizadas em 90 dimeros (Thouvenin et al 1997; Prasad et al 1999) (Figura 4).

Na proteina VP1, dois dominios conservados delimitam um dominio central
varidvel que provavelmente carrega 0s determinantes antigénicos que definem a
especificidade das estirpes. Dessa forma, acredita-se que as proteinas do capsideo nédo
sO providenciam sustento estrutural para o virus, mas também contém sitios de unido
aos receptores e determinantes do fenotipo e sorotipo viral (Bertolotti-Ciarlet et al
2003).
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Figura 4: Representacgdes da estrutura do capsideo viral dos norovirus (VLP NoV).
RepresentacOes da particula: superficie (a); corte transversal e fundo (b). Dimeros da proteina
do capsideo (c) montados em simetria icosaédrica (T = 3). Cada proteina monomérica do
capsideo (d) esta dividida em uma regido N-terminal (verde) de frente para o interior da VLP;
um dominio Shell (Dominio-S, amarelo) que forma a superficie continua da VLP; um dominio
saliente (Dominio-P), que emana da superficie do dominio-S. O dominio-P encontra-se dividido
em subdominios P1 e P2 (vermelho e azul, respectivamente) com o subdominio-P2 na
superficie mais distal da VLP. Adaptado de Hutson et al 2004.

Os NoVs de humanos possuem densidade de 1,33 a 1,41 g/cm3 em cloreto de
césio (CsCl). Esses virus mantém infecciosidade apds: a) exposicéo do filtrado fecal a
pH 2,7 por 3 horas a temperatura ambiente; b) tratamento com éter 20%, a 40°C por 18

horas; c) incubacgdo a 60°C por 30 minutos (Dolin et al 1972).

As particulas virais sdo resistentes a inativacdo pelo tratamento com cloro na
concentracdo de 3,75 a 6,25mg/L (cloro residual livre usualmente encontrado na agua
distribuida pelo sistema de abastecimento é de 0,5 a 1,0mg/L). A inativacdo s6 €

alcancada ap0s tratamento com cloro a 10mg/L, confirmando-se que os NoVs sdo mais



resistentes que os poliovirus tipo 1, rotavirus grupo A (RV-A) e ao bacteriofago F2
(Keswick et al 1985; Green et al 2007).

1.2.4. Genoma e proteinas virais

Os calicivirus possuem caracteristicas que os distinguem de outros virus de RNA
positivo: a) o terminal 5" do seu genoma estad covalentemente ligado a uma proteina
viral (VPg), que serve como um iniciador para a replicacdo do genoma e dirige a
traducdo de proteinas virais (Goodfellow et al 2005); b) a extremidade 3" contém uma
regido curta ndo traduzida, assim como uma cauda poliadenilada (poli A); c) existem
varias fases abertas de leitura (Open Reading Frames, ORFs) no genoma, nos NoV a
maior delas, a ORF1 de aproximadamente 5000 nt, é traduzida do RNA viral genémico
para a producdo de proteinas nao-estruturais (poliproteina); d) a traducdo da principal
proteina estrutural, nos NoV codificada pela ORF2, acredita-se ser dependente da
producdo de um RNA subgendmico, que também permite a expressdo da ORF3 pelo
mecanismo de traducdo, terminacdo e reinicio (TTR) que ocorre entre as ORFs 2 e 3
(Glass et al 2000a; Napthine et al 2009) (Figura 5).

O genoma dos NoV possui cerca de 7.5-7.7 kb de tamanho e esta organizado em
trés ORFs. A ORF1 codifica uma poliproteina de 200 kilodaltons (kDa) que é
processada por protedlise originando 6 proteinas ndo estruturais: proteina de 48 kDa
(p48), nucleosideo trifosfatase (NTPase), proteina de 22 kDa (p22), VPg, 3C-like
Protease (3CLpro) e a RNA polimerase RNA dependente (RdRp) (Belliot et al 2003).
Essas proteinas sdo processadas co- e pos-traducionalmente pela 3CLpro viral (Green et
al 2007). As duas proteinas estruturais: a VP1 e a VP2, sdo codificadas pelas ORFs 2 e

3, respectivamente (Glass et al 2000a; Pletneva et al 2001) (Figura 5).

A RdRp dos NoVs € codificada pela regido que compreende os aminoacidos da
posicdo 1281 até a extremidade carboxi-terminal da ORF1 e apresenta elementos
estruturais (dominios) e cataliticos caracteristicos das RdRps de virus de RNA de
polaridade positiva (Hardy 2005).

A proteina VP1, que é composta por cerca de 530-555 aa e possui 58-60 kDa de
massa molecular, esta organizada em dois dominios principais unidos por uma “al¢a” ou
“dobradiga” (hinge): a) o dominio mais interno do capsideo, relativamente conservado,
compreende um brago N-terminal e é denominado dominio S (shell) (aa 1 a 225); b) um
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dominio mais externo denominado P (protruding) (aa 226 a 530) (Tan & Jiang 2007). O
dominio P, por sua vez, esta subdividido em dois subdominios: interno P1 e externo P2,
que interagem em contatos diméricos, aumentando a estabilidade e formando as
proeminéncias no capsideo viral (Jiang et al 1992a; Thouvenin et al 1997; Prasad et al
1999; Hardy 2005) (Figura 4).

‘ ............................................................................ RNA genémico ................................................................... ‘
3 ORF 1 ORF 2 ORF 3 3
H H H H
Q/‘P’H Poliproteinanao estrutural I VP 2 .un-..fﬁ)n
lTradugéo I Ve l
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A A A ‘ ' A

Clivado pela 3CLPro

Figura 5: Representacdo esquematica da organizacdo genémica dos norovirus. a)
Representacdo das 3 ORFs: ORF 1 da origem a proteinas estruturais; ORFs 2 e 3 originam as
proteinas que constituem o capsideo viral. b) Poliproteina ndo estrutural composta por
dominios: p48: proteina amino terminal; NTPase: proteina nucleosideo trifosfatase; p22:
proteina p22; VPg: proteina viral de ligacdo ao genoma; 3CLPro: protease 3C-like; RdRp: RNA
polimerase; VVP1: proteina principal do capsideo; VP2: proteina menor do capsideo; triangulos
azuis e seta escura: sitios de clivagem proteolitica pela 3CLPro; (A)n: Cauda Poli(A); aa:
aminoécido. ¢) RNA subgendmico contendo os genes que codificam as proteinas virais do
capsideo. A VP1 é constituida por: N: regido amino terminal, S, P1, P2: subdominios da
proteina VP1. Adaptado de Meyers (2000), Donaldson (2008) e de ViralZone (Bioinformatics
2010).

O subdominio P2 é a regido mais variavel do capsideo apresentando a sequiéncia
de maior divergéncia no genoma dos NoV. Esse dominio tem um papel importante na
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maioria das interacbes com receptores da superficie celular no epitélio intestinal, além
disto é o principal sitio de reconhecimento imunoldgico e de imunogenicidade do virion
(Prasad et al 1999; Nilsson et al 2003; Tan et al 2003; Tan et al 2004; Chakravarty et al
2005; Hardy 2005) (Figura 5).

A organizacdo em modulos S-P1-P2, encontrado em outros calicivirus, outorga a
principal proteina capsideo suas propriedades de montagem, de interagdo com

receptores e de imunogenicidade, apesar da grande variabilidade (Chen et al 2004).

A proteina VP2, constituida por 268 aa, apresenta alta variabilidade genética na
sequéncia nucleotidica entre diferentes estirpes virais. Na particula viral, estdo presentes
apenas uma ou duas cépias da VP2. A funcdo desta proteina estid associada com a
estabilizacdo da VP1 na estrutura do virus, protegendo-a da degradacdo produzida
especialmente pelas proteases, sendo essencial para a sintese das particulas infecciosas
(Hardy 2005).

1.2.5. Transcricéo e Replicacéo

A estratégia de replicagdo dos NoVs ainda ndo esta totalmente esclarecida. Até o
momento, sabe-se que segue a estratégia de outros virus com genoma de RNA de
polaridade positiva. Apos a interacdo da particula viral com a célula hospedeira, através
do reconhecimento e unido com os antigenos de grupo sanguineo humano (HBGA) nos
tecidos intestinais de individuos secretores (expressores do antigeno H), ocorre a
entrada do virus na célula e, subseqlente liberacdo do RNA viral no citoplasma celular
(Marionneau et al 2002, Cao et al 2007). O inicio da traducdo da fita positiva do
genoma é mediado por interacdes da proteina VPg, ligada ao RNA gendmico, com
mecanismos de traducéo celular (Goodfellow et al 2005; Guix et al 2007).

A ORF1 é inicialmente traduzida para producdo de uma poliproteina nédo
estrutural que, em seguida, € processada pela proteinase viral, originando as proteinas
ndo estruturais. A sintese da fita negativa de RNA, a partir do molde do RNA genémico
positivo, se inicia na extremidade 3’ da fita molde positiva e envolve interagdes com
proteinas virais. A fita negativa serve como molde para a transcri¢cdo de novas fitas de
RNA genbémico e subgenémico. A grande quantidade de RNA subgenémico positivo
viral serve como molde para a traducdo das proteinas estruturais VP1 e VP2 (Figura 5).

A replicacdo do RNA viral esta associada com membranas celulares do hospedeiro. Os
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mecanismos de empacotamento do RNA, a maturacéo e a liberagdo da particula viral
ainda ndo estdo totalmente esclarecidos (Green et al 2007).
1.3. Transmissao

O modo mais frequente de infeccdo do NoV é através da via fecal-oral, pela
ingestdo de &gua ou alimentos contaminados (infeccdo primaria) ou pela transmisséo de
pessoa a pessoa (infeccdo secundaria) (Lopman et al 2003b) (Figura 6). A alta
infecciosidade e a baixa dose infecciosa dos NoVs (10 - 100 particulas virais) (Kapikian
et al 1996) possibilitam o transporte das particulas virais através de aerossois, gotas,
fomites, agua, alimentos e pela contaminacdo ambiental (Schaub & Oshiro 2000) e
conferem alta eficiéncia na transmissdo. Teunis e colaboradores (2008) demonstraram
que a probabilidade de desenvolver a infeccdo apds a administracdo de uma Unica

particula viral infecciosa é de 50%.

Reservatéorio Animal

Manipulador
Contaminado

¥ _,%E' Contaminacio Ambiental

Alimentos '

e e e e e S s S e e e S

Figura 6: Principais vias de transmissdo dos Norovirus. Adaptado de Moreno-Espinosa
et al 2004.
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A possibilidade de excrecao prolongada de particulas virais, por até mais de 20
dias, que pode acontecer entre pacientes assintomaticos, acrescenta o risco de infecgdes
secundarias e é de grande importancia na transmissao entre trabalhadores de servigos de

alimentacdo (Rockx et al 2002).

A dispersdo por agua recreacional, agua potavel e alimentos (Keswick et al
1985; McDonnell et al 1997) é usual devido a resisténcia dos NoV a: altos niveis de
cloro, a uma ampla margem de temperatura (de 0°C a 60°C) e a sua resisténcia no
ambiente. Por esses motivos, 0s NoVs causam surtos de gastrenterite principalmente em
ambientes de uso coletivo ou de confinamento tais como: hospitais, escolas,
restaurantes, clinicas geriatricas, penitenciarias, cruzeiros e estabelecimentos militares,
afetando individuos de todos os grupos etéarios (McCarthy et al 2000; Rockx et al 2002;
Widdowson et al 2005).

Os moluscos filtradores sdo altamente apreciados na culinaria de alguns paises e
podem ser contaminados com patégenos humanos quando cultivados em &aguas
contaminadas por esgotos, 0 que pode levar a doenca quando consumidos crus ou mal
cozidos. Apesar dos controles nas zonas de cria e colheita de mariscos, os surtos de
gastrenterite, em particular associadas ao consumo de ostras contaminadas com NoV,
continuam acontecendo (Westrell et al 2010, Alfano-Sobsey et al 2011, Victoria et al
2010a). Devido a isso, vigilancia e controle da contaminacdo sdo essenciais para evitar

surtos e perdas econdmicas nas regides produtoras (Dore et al 2010).
1.4. Patogénese e Manifestacdes Clinicas

A infecgdo por NoV ocorre no intestino delgado provocando um achatamento
rapido e reversivel das vilosidades e encurtamento das microvilosidades, provocando
lesbes na mucosa que resulta no surgimento da diarréia. Nos pacientes infectados se
observa uma redugdo na area de superficie das vilosidades do duodeno intestinal
(Troeger et al 2009).

Ap0s o periodo de incubagdo do virus, que varia de 24 a 48 horas, ocorrem as
principais manifesta¢fes clinicas: diarréia e vomito, podendo estar acompanhadas por
nausea, dor abdominal, cefaléia, febre e mialgia. Em geral, a diarréia é autolimitada,

com duracdo de 4 a 6 dias (Green et al 2007).
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A diarreia é mais prevalente em criangas menores de um ano de idade; enquanto
que o vémito é mais freqliente em maiores de cinco anos de idade. Na maioria dos casos
n&o existe a presenca de sangue ou muco nas fezes, que sdo geralmente aquosas (Rockx
et al 2002; Lopman et al 2004b).

Apesar da gastrenterite causada pelos NoV ser geralmente de intensidade média,
a doenca grave pode levar pacientes imunocomprometidos ou subnutridos ao 6bito por
causa da desidratagdo, que acomete principalmente criangas menores de cinco anos de
idade e idosos maiores de 65 anos (Jiang et al 1996; Green et al 2002; Gallimore et al
2004a; Kaufman et al 2005; Mattner et al 2006; Simon et al 2006; Tsugawa et al 2006;
Harris et al 2008).

1.5. Epidemiologia

Os norovirus (NoVs) e os sapovirus (SaVs) sdo reconhecidos como a principal
causa de GA em todo o mundo (Vinje et al 2000, Koopmans et al 2001, Green et al
2007). Esses virus diferem nas suas epidemiologias e na variedade de hdspedes. As
infeccBes por NoV sdo comuns em todas as faixas etarias e sdo responsaveis por cerca
de 80% de todos os surtos de GA (Svrakas et al 2007). Por outro lado, as infec¢cdes por
SaV sdo menos comuns e reconhecidos por causar doencgas principalmente em criancas,
geralmente menores de 5 anos (Hansman et al 2006, Phan et al 2006b, Hansman et al
2007a, ke et al 2008), porém existem relatos recentes da importancia dos SaVs como
causa ocasional de surtos em hospitais e outros servigos de salde, acometendo outros
grupos etarios, de adultos jovens a idosos (Koopmans et al 2001, Johansson et al 2005,
Hansman et al 2007b, Ishida et al 2008, Pang et al 2008, Wu et al 2008).

Apesar da diarréia associada a SaV ser geralmente leve em humanos, casos
graves podem ocorrer (Robinson et al 2002). Esses virus sao patdégenos entéricos
importantes também em suinos e martas (Guo et al 1999, Guo et al 2001, Martella et al
2008c, Nakamura et al 2010). Vérias estirpes de SaV que infectam suinos mostraram ter
semelhanga genética aos SaVs que infectam humanos (L"Homme et al 2009, Martella et
al 2008c), o que sugere um potencial de circulagdo zoonética de SaV entre humanos e
suinos (Nakamura et al 2010, Svraka et al 2010).

Atualmente, pela utilizac&o das técnicas de biologia molecular, os NoV tém sido

reconhecidos como responsaveis por mais de 90% dos surtos de gastrenterite viral
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aguda no mundo, sendo associados a 1,1 milhdes de hospitalizacdes e 218.000 mortes

em criancgas de paises em desenvolvimento (Patel et al 2008; Scallan et al 2011).

Os NoVs séo reconhecidos mundialmente como os mais importantes virus na
etiologia dos surtos de GA, que ocorrem principalmente como resultado de
contaminacdo de alimentos e 4gua (Atmar & Estes 2006). Nos Estados Unidos, o Center
for Disease Control and Prevention (CDC) estimou a existéncia de aproximadamente
23 milhdes de infecgdes por NoV por ano, principalmente entre pessoas de maior idade,
com ocorréncia de surtos em casas de retiro (Jiang et al 1996; CDC 2003; lke et al
2006).

Na América do sul, os NoVs foram descritos no Chile, na Argentina, no Peru e
no Brasil relacionados a casos esporadicos e surtos de gastrenterite aguda. Nestes
paises, estudos de caracterizagdo molecular e de monitoramento de amostras clinicas e
ambientais demonstraram a importancia epidemiologica do virus (Bereciartu et al 2002;
Parashar et al 2004; Vidal et al 2006; Gomes et al 2007; Victoria et al 2007; Andreasi
et al 2008; Ferreira et al 2010).

Varios estudos demonstraram a presenca de NoV na populagdo pediatrica em
varios paises incluindo Argentina, onde foram analisadas amostras procedentes de
criancas hospitalizadas e ndo hospitalizadas em Mendoza e Buenos Aires (Bereciartu et
al 2002; Martinez et al 2002). Foram detectadas taxas de até 53% de infec¢bes por NoV
em casos de surtos de GA provenientes de diversas regides da Argentina durante os
anos 2005 e 2006 (Gomes et al 2008).

Na Nicaragua e no Peru os NoV foram identificados, por métodos moleculares
ou sorologicos, em 15% e 55% das criangas até 5 anos de idade hospitalisadas como
casos esporadicos, respectivamente (Parashar et al 2004; Bucardo et al 2008). Bucardo
e colaboradores (2008) reportaram pelo menos 6 genotipos diferentes circulando nos

anos 2005 e 2006 em criancas de até 4 anos de idade.

No Brasil, Parks e colaboradores (1999) realizaram um estudo coorte com
criancas provenientes de comunidades carentes (favelas) e criancas hospitalizadas com
GA recurrente em Fortaleza, Ceara e reportaram a diversidade genémica dos NoVs

encontrados em casos esporadicos. Talal e colaboradodes (2000) descreveram taxas de
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até 71% de soro-prevaléncia de NoV nessas mesmas amostras, em um estudo
retrospectivo. Um estudo similar foi realizado por Gabbay e colaboradores (1994) onde
foi examinada a soroepidemiologia das infec¢Bes por virus Norwalk entre os amerindios
pertencentes a oito comunidades relativamente isoladas na regido amazénica por meio

de ensaio imunoenzimatico com antigenos recombinantes do virus.

No Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Recife e Espirito Santo foram detectados e
caracterizados molecularmente os NoVs coletados de criangas com GA hospitalizadas
(Castilho et al 2006; Soares et al 2007; Victoria et al 2007; Nakagomi et al 2008;

Ribeiro et al 2008), sintomaticas ou assintomaticas (Barreira et al 2010).

Gallimore e colaboradores (2004) e Ferreira e colaboradores (2008) reportaram
surtos de GA acontecidos em creches no estado do Rio de Janeiro.. Em 2008, Campos e
colaboradores (2008) descreveram infec¢cdes por NoV em adultos com GA, atendidos
em hospitais da rede de vigilancia na Bahia, Brasil; esse estudo reportou o primeiro

surto de GA por NoV ocorrido nesse estado entre 2002 e 2006.

No Chile, O’Ryan ¢ colaboradores (2000) detectaram anticorpos para as estirpes
México e Norwalk em 67% dos adultos analisados, e determinaram uma prevaléncia de
8% de infeccdo por NoV nas criangas hospitalizadas em Santiago de Chile durante os
anos 1997 a 1999. Os calicivirus causaram 45% dos 55 surtos de GA ocorridos em
Santiago, Chile, durante os anos 2000-2003, associados ao consumo de frutos do mar
(Vidal et al 2005).

Existem alguns estudos realizados na América do Sul reportando a presenca de
NoV em diferentes matrizes aquaticas (Miagostovich et al 2008; Victoria et al 2010a), e
em aguas residuais (Victoria et al 2010b).

Os NoV que infectam humanos estdo classificados nos genogrupos Gl, Gll e
GIV; ndo existindo reagdo cruzada entre os soros de pacientes infectados com
genogrupos diferentes. Estudos de caracterizagdo molecular dos NoVs nos casos de GA
revelam uma frequente co-circulacdo de diferentes gendtipos, porém os dos genogrupos
I e 1l sdo responsaveis por >75% dos casos analisados. Varios estudos demonstraram ao
GIl como o genogrupo mais prevalente entre os NoV detectados em humano e mais
freglientemente associado com epidemias e casos esporadicos, quando comparado ao Gl
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(Noel et al 1999, Bull et al 2010). O gendtipo Gll.4, a exemplo do que ocorre no
mundo, € o mais prevalente na América do Sul. O gendtipo do genogrupo | mais
prevalente no mundo é o GI.3 (Vinje & Koopmans 2000; Lopman et al 2004a;
Widdowson et al 2004; Bull et al 2006; Phan et al 2006a; Gomes et al 2007; Ferreira et
al 2010).

Os NoVs GIV ou 'Alphatron-like' raramente tém sido detectados em amostras
fecais de pacientes com gastroenterite (Vinje & Koopmans 2000, Fankhauser et al
2002, Iritani et al 2002, La Rosa et al 2008) e, assim, a sua prevaléncia e epidemiologia

molecular ndo estdo bem caracterizados.

Devido a rapida evolucdo dos NoVs, novas variantes surgem com frequéncia,
substituindo as variantes antigas e se disseminando em diferentes regides do mundo
rapidamente. Recentemente, duas novas variantes do genétipo Gll.4, uma européia e
outra encontrada em New Orleans, foram descritas nos Estados Unidos (Lopman et al
2004b; Bull et al 2010).

Uma vez que o género Norovirus compreende virus que infectam humanos,
suinos, bovinos e camundongos, a possibilidade de transmissdo zoonética da infeccao
existe. Em geral, a transferéncia zoondtica pode ocorrer indirectamente atraves da
cadeia alimentar ou diretamente através do contato com animais. A semelhanca genética
entre 0s NoVs suinos e os NoVs humanos do genogrupo GlI sugere o potencial de
transmissao interespécie (van Der Poel et al 2000; Mattison et al 2007; Martella et al
2008a; Martella et al 2008b). Mattison e colaboradores (2007), utilizando um protocolo
de RT-PCR para a deteccao do NoV de humanos, tém demonstrado a ocorrencia de
infeccoes naturais de especimenes animais com estirpes humanas do gendétipo Gll.4.
Esses estudos tem criado a preocupacdo sobre a possivel emergéncia de estirpes
recombinantes suino/humano ou bovino/humano com caracteristicas de tropismo ou

virulencia alteradas (Mattison et al 2007).

O padrdo de sazonalidade das infeccbes por NoV ainda ndo estd bem
esclarecido. Esses virus sdo responsaveis por casos de gastrenterite aguda que ocorrem
durante todo o ano. Contudo, nos paises com clima temperado, picos de deteccdo tém

sido identificados frequentemente no periodo do inverno (Patel et al 2009).
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1.6. Deteccao e Diagnéstico laboratorial

A detecgdo imediata do NoV é crucial para o controle da distribuicdo do virus
nos surtos (Friesema et al 2009; Harris et al 2010). A sorotipagem direta baseada na
neutralizacdo ndo é possivel devido a ndo disponibilidade de um sistema de cultura de
células para o isolamento viral, assim como, até 0 momento, ndo existe modelo animal
que possa reproduzir a doenca (Glass et al 2000b; Duizer et al 2004). Como
conseqiiéncia, testes moleculares entre os quais a RT-PCR (qualitativa e quantitativa
[gRT-PCR]) e o sequenciamento gendmico tém sido utilizados na caracterizacdo do
virus (genotipagem) e no entendimento da relacdo existente entre as diferentes estirpes
virais (Jiang et al 1993; Ando et al 2000; Katayama et al 2002a) .

As particulas de NoV podem ser observadas nas fezes por ME a partir dos
primeiros sintomas da infeccdo. A ME detecta aproximadamente 10° particulas por mg
de fezes, sendo esta a taxa de excre¢do destes virus por pessoas infectadas. A auséncia
de particulas com a caracteristica peculiar dos calicivirus (forma de calice) pode
dificultar sua identificacdo por este método (Caul & Appleton 1982; Kapikian 1994;
Glass et al 2000b).Quando comparada com ELISA a sensibilidade da ME é menor que
25% e a especificidade circunda 0 99% (Richards et al 2003).

Os EIA para deteccdo de NoV tornaram-se possiveis quando Jiang e
colaboradores (1992b) estabeleceram um sistema para expressdao de proteinas do
capsideo do NoV em baculovirus, permitindo tanto a obtencdo de antigeno viral, como
a producdo de soro hiperimune em animais (Jiang et al 1992b; Leite et al 1996; Lopman
et al 2002). Antigenos recombinantes foram desenvolvidos para deteccdo de diferentes
virus do género Norovirus, tais como: México, Snow Mountain e Hawaii (Noel et al
1997; Lopman et al 2002).

Embora os EIAs apresentem baixa especificidade devida a grande diversidade
antigénica desses virus, € uma metodologia aplicavel em surtos como teste de triagem.
Um teste mais sensivel e especifico, como a RT-PCR, deve ser aplicado nas amostras
que apresentarem resultado negativo por EIA (Jiang et al 2000; Richards et al 2003).
Quando comparados com a RT-PCR, os EIAs como ELISA apresentam uma
sensibilidade de 55% e especificidade de 98% (Richards et al 2003).
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A clonagem e o sequenciamento dos virus Norwalk e Southampton permitiram
grandes avangos nos estudos e na determinacdo da importancia epidemioldgica dos
NoV como agente etioldgico causador de diarréia aguda (Lambden et al 1993). Apos o
sequenciamento completo do genoma dos calicivirus humanos, diversos iniciadores
foram desenhados, visando a amplificacdo de diferentes regides alvo para serem
utilizadas no diagndstico pela técnica de RT-PCR (Jiang et al 1993; Dingle et al 1995)
(Figura 7). Esta técnica apresenta sensibilidade de aproximadamente 10° a 10°
particulas virais, sendo capaz de detectar o virus até duas semanas apos a infeccédo
(Noel et al 1997; Parashar et al 1998; Atmar & Estes 2001; Lopman et al 2002).

A informacdo acumulada sobre as sequéncias foi especialmente atil para o
diagnéstico e classificacdo viral, e muitos pesquisadores escolheram iniciadores para
PCR baseados em regides conservadas do genoma, como o gene da RdRp, com o fim de
detectar e diferenciar a maior quantidade de estirpes. As regides alvo sdo: regido A
(gene da RdRp, ORF1), regido B (0 extremo 3" da ORF1), regido C (um fragmento
curto perto do extremo 5° da ORF2), e a regido D (no extremo 3"da ORF2) (Ando et al
2000; Vinje et al 2004) (Figura 7).

Devido a grande diversidade genética dos NoV, ndo existem iniciadores capazes
de amplificar todos os gendtipos que circulam em humanos. Freqientemente, é
necessaria a utilizacdo de uma mistura de iniciadores especificos para a deteccdo dos
diferentes genogrupos (Gl, GII, GIV), mesmo quando se utiliza iniciadores que
amplifiquem regibes conservadas do genoma, como a RpRd. Para a caracterizagao
genética dos NoV é necessario a realizacdo do sequenciamento parcial do gene que
codifica a VP1, considerada uma regido de grande variabilidade genética (Ando et al
1995; Green et al 2000; Lopman et al 2002; Vinje et al 2004; Zheng et al 2006).
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Figura 7. Representacao esquematica do genoma dos norovirus com as localizagdes

das regides mais utilizadas para a amplificacdo gendmica. Adaptado de Vinjé et al
2004.

Ensaios de amplificacdo quantitativa, mais especificamente o método
TagMan®, apresentam menor risco de contaminacdo em relacdo ao PCR convencional
e sdo capazes de estimar o nimero de copias iniciais na amostra. Essas metodologias
sdo rapidas e, na maioria das vezes, mais sensiveis e especificas que a PCR qualitativa.
Protocolos de amplificagdo gendmica quantitativa para deteccéo direta de NoV Gl e Gl
em espécimes clinicos tém permitido a deteccdo do virus em amostras consideradas
negativas pela ME, EIA e mesmo pela RT-PCR qualitativa (Kageyama et al 2003;
Vainio & Myrmel 2006).

A gRT-PCR tem sido utilizada na detec¢do das infeccBes sintomaticas, pela
analise de amostras provenientes de individuos que desenvolveram a doenca, e
assintomaticas, em estudos de coorte e na deteccdo do virus em individuos excretores
assintomaticos, ja que o genoma viral pode ser detectado nas fezes até 28 dias depois do
inicio da infeccdo, mesmo que a excregdo se reduza durante a fase convalescente da
doenca (Chavez-Tapia & Uribe 2009). Essa técnica é indispensavel na deteccdo das
particulas virais em substratos ambientais e em alimentos (Ngazoa et al 2008; Fumian
et al 2009).

Protocolos de rotina estdo sendo utilizados nos laboratorios governamentais
como a Administracdo de Alimentos e Farmacos (Food and Drugs Administration,
FDA) dos Estados Unidos, para detectar NoV por RT-PCR em ostras e moluscos. No

entanto, ainda ndo estdo disponiveis metodos de rotina para detectar o virus em outros
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alimentos, devido a presenca de inibidores da PCR e a natureza variavel dos diferentes

alimentos, que afeta a concentracédo e extracdo do virus (Shieh et al 2000).

1.7. Imunidade contra Norovirus e susceptibilidade a infeccao.

Rockx e colaboradores (2005) evidenciaram uma resposta imune com producao
de anticorpos das classes G (IgG) e A (IgA) que forneciam imunidade protetora de
curta duracdo. O pico no titulo de anticorpos IgM e IgA no soro foi detectado no 12° dia
pos-infecgdo (p.i), diminuindo cerca de 40 a 60 dias p.i, respectivamente, e persistindo

por um longo periodo em baixas concentragdes.

Estudos mostram que a deteccdo de IgA nas fezes e no leite materno no 18° dia
posterior a infeccao, apresentan reatividade cruzada entre genétipos do mesmo e de
diferentes genogrupos. Esta IgA, quando ingerida pelo filho, fornece imunidade
protetora heterotipica contra certos genétipos dos NoVs (Iritani et al 2007; Makita et al
2007).

A 1gG sérica atinge o pico de concentragdo ap0s os primeiros 18 dias persistindo
por um longo periodo em altas concentragcfes. Esta 1gG sérica tem alto titulo para os
NoVs do tipo homdélogo ao da infeccdo e baixo titulo para os outros genotipos do
mesmo genogrupo ndo sendo observada reacdo cruzada com NoV de outro genogrupo
(Iritani et al 2007). Também ¢ evidenciado um aumento significativo na secrecdo de
interferon gama (IFN-y) e interleucina 2 (IL-2) incrementando a ativacdo de macrdfagos
e a producdo de subclasses de 1gG que favorecem a opsonizacao viral (Lindesmith et al
2005).

Os fatores genéticos e a imunidade adquirida estdo envolvidos na resisténcia a
infeccdo por NoV. Baseados nos dados de experimentagcdo com humanos voluntarios,
estudos tém demonstrado que a imunidade contra 0 NoV ndo é duradoura e que,
provavelmente, seja especifica para uma estirpe em particular (Parrino et al 1977;
Lindesmith et al 2008; Lindesmith et al 2010).

Vaérios estudos tém indicado que os antigenos de histocompatibilidade (Histo-
Blood Group Antigens - HBGA) funcionam como receptores e co-receptores para uma
infeccdo produtiva por NoV; apesar de ndo existir evidéncia direta que mostre que a
unido do virus com os HBGAs intervenha para a entrada na célula hospedeira (Hutson

et al 2002; Hennessy et al 2003; Lindesmith et al 2003; Rockx et al 2005).
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Existe uma correlacdo entre a expressdo polimorfica dos HBGAs e a
susceptibilidade humana & infecgdo por NoV. Existem varias enzimas importantes na
sintese dos HBGAs, incluida a fucosil transferase 2 (FUT-2). A geracdo de mutagdes no
gene que as codifica levaria a producdo de uma enzima nao funcional e a expressao
polimorfica dos HBGAs se veria afetada. Nesses individuos, a infeccdo pelo NoV néo
seria eficiente e a pessoa se tornaria resistente a infeccdo (Thorven et al 2005; Carlsson
et al 2009).

Assim foi indicado em estudos realizados na Asia, Europa e nos Estados Unidos
onde foram reportados padrdes de resisténcia genética a infeccdo pelo virus (Hutson et
al 2002; Lindesmith et al 2003). Apesar disso, outros estudos falharam em identificar
uma associacdo do grupo ABO de histocompatibilidade com a susceptibilidade a
infecgdo na Nicaragua e em dois surtos diferentes ocorridos entre tropas israelenses. Por
isso tudo, a incerteza sobre resisténcia genética e susceptibilidade a infeccdo ainda
existe e se torna um alvo para as investigacdes futuras (Halperin et al 2008; Bucardo et
al 2009).

1.8. Tratamento

Até o momento, ndo foram reportados tratamentos eficazes ou intervencdo
contra a infeccdo pelo NoVs. As solugdes de re-hidratacdo oral (TRO), que restituem os
eletrolitos essenciais e 0s agucares (glicose ou sucrose), devem ser administradas como
terapia de primeira linha para 0s casos de gastrenterite leves e sem complicacfes. Os
pacientes com desidratacdo grave e com intolerancia aos fluidos de administracdo oral
podem requerer hospitalizacdo e administracdo de soro fisiol6gico via parenteral para a
restituicao dos nutrientes (World Health Organization 2005; Cheng et al 2006; Colomba
et al 2007; Ribeiro et al 2008).

O tratamento com antibidticos é ineficaz nos casos de gastrenterite leve. Os
agentes de anti-mobilidade (ex. difenolixilato, loperamida) ndo tém demonstrado
reducdo na perda dos fluidos intestinais e deve ser evitado 0 uso em criangas menores
de 3 anos (Li et al 2007).

Em vista da aparentemente crescente emergéncia das variantes virais, 0
desenvolvimento de estratégias antivirais para controlar as infec¢fes se tornou uma

guestdo importante na medicina e medicina veterinaria. O desenvolvimento de drogas
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antivirais contra os calicivirus tem se baseado na compreensdo da epidemiologia,
transmissdo, sintomas clinicos, replicagdo viral e imunidade a infecgBes por estes virus
(Rohayem et al 2010).

Os potenciais alvos para o desenvolvimento de drogas contra calicivirus sdo: as
moléculas de unido e internalizacdo do virion; os mecanismos de desencapsulamento e
libaracdo do genoma viral; o RNA genomico viral, a estratégia antisenso, usando
oligonucleotideos de DNA para hibridizar nas regifes conservadas do genoma vira, € 0
silenciamento pds-transcricional utilizando RNA de interferéncia; a traducao do
genoma viral; as enzimas replicativas virais como a protease quimotripsina like, a RNA
dependente RNA polimerase, a Proteina do virion (VPg) e a NTPase; o ensamble do

complexo de replicacao e os passos pos replicativos do virus (Rohayem et al 2010).

1.9. Prevencéo e Controle

A prevencdo dos surtos de GA causados pelo NoV esta baseada na identificacdo
imediata do modo de transmissdo e na interrupcdo da dispersdao pelo controle da
contaminacdo dos alimentos ou da fonte de agua, pela higiene estrita dos profissionais
de servicos de alimentacdo e das superficies contaminadas, e pela reducdo da
propagacao secundaria das infeccBes por disseminacdo pessoa a pessoa (Barker et al
2004; Gallimore et al 2006; Podewils et al 2007; Fumian et al 2009).

Em ambientes de cuidados com a salde, a prevenc¢do das infeccGes nosocomiais
envolve a limpeza terminal e de rotina. E fundamental a atencdo na higiene das maos
apoés o contato com o paciente ou com objetos que podem estar contaminados
(Wilhelmi et al 2003). O uso de detergentes é pouco efetivo na eliminacdo da
contaminacdo destes virus, sendo necessaria a utilizacdo de uma solucdo de
hipoclorito/detergente para a descontaminacdo de superficies (Barker et al 2004). O
vapor de alcool ndo inflamavel em sistemas de CO; é utilizado nesses ambientes onde o
vapor de cloro e outros compostos causticos poderiam danificar equipamentos meédicos
(Parashar et al 2001).

Os primeiros avangos para o desenvolvimento de uma vacina anti-NoV tém sido
obtidos pela imunizacdo de camundongos e de voluntarios infectados pelo virus. As
formulacGes orais de VLPs expressas em plantas transgénicas utilizadas nestes estudos
produziram resposta humoral nos individuos desafiados (Tacket 2005; LoBue et al
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2006). Recentemente, EI-Kamary et al (2010) reportaram dados clinicos de testes de
fase 1, avaliando a resposta imune a uma vacina monovalente baseada em VLPs do
virus Norwalk (GI.1) administrada junto com Monofosforil lipido A (MPL) e quitosana
como adjuvantes, por via intranasal. Os experimentos demonstraram uma alta seguranca

e eficiéncia da vacina na resposta imune sistémica e de mucosa (EI-Kamary et al 2010).

O interferon (IFN) tem sido parte do regime de tratamento padrdo contra
algumas doencas virais como infecgdo pelo virus das hepatites B e C (Liu & Kao 2006,
Foster 2010). Chang e colaboradores (2006) demonstraram que 0s niveis de expressao
do replicon de RNA e proteinas foram reduzidos significativamente na presenca de
varios interferons (IFNs), incluindo IFN-a e IFN-y, em forma dose-dependente em
células que albergam replicons de NoV e sugerem que os IFNs poderiam ser uma op¢ao
terapéutica para a infeccdo por NoV.

1.10. Vigilancia Epidemioldgica

Nos Estados Unidos, 0 CDC é o érgdo coordenador de duas redes nacionais de
vigilancia: o Sistema Nacional de Notificacdo de Surtos (National Outbreak Reporting
System, NORS), que coleta dados sobre surtos de GA causados por diversos agentes nos
diferentes locais do pais, e a CaliciNet, que € uma rede de vigilancia nacional onde os
laboratérios de salde publica contribuem com uma base de dados de sequéncias de
genes provenientes de calicivirus humanos (NoVs e sapovirus), identificados em

amostras clinicas dos surtos (CDC 2010).

Essas redes ajudam a encontrar relacdes entre os surtos, identificar a emergéncia
de novas variantes de NoV e, no futuro, poderiam indicar o potencial de contaminagéo

dos alimentos durante a producéo e processamento através das unidades de saude.

A Noronet constitui uma rede informal de cientistas com o fim de compartilhar
dados virologicos, epidemioldgicos e moleculares sobre os NoVs. Foi criado pela Unido
Européia (UE), com o objetivo principal de aprofundar os conhecimentos sobre
tendéncias geograficas e temporais na emergéncia e dispersao das variantes do virus e,

assim, limitar o impacto e escala das futuras epidemias (Noronet 2010Db).

Como objetivo secundério, encontra-se o desenho de uma nomenclatura bem
padronizada para 0s genotipos, variantes ou sub-linhagens existentes e emergentes do

virus. Dentro desta organizagdo existe uma unidade, a Rede Europeia de Virus
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Transmitidos por Alimentos (Foodborne Viruses in Europe Net, FBVE) (Noronet
2010a), que foi criada no ano 1999 como um organismo independente de virologistas e
epidemiologistas de 13 paises europeus e que englobou 3 projetos da UE, tendo como
objetivo a vigilancia e a troca de dados cientificos sobre infec¢des virais entéricas, com
foco nos NoVs. Esta rede mantém uma base de dados disponivel via internet para

consulta e aporte de dados e anélises.

O Centro Europeu de Prevengdo e Controle (ECDC), estabelecido em
Estocolmo, Suécia, em 2005 como uma agencia oficial da UE, tem como desafio o
fortalecimento das defesas da unido contra as doencas infecciosas. A missdo principal é
a identificacdo, geracdo de conhecimento e comunicacdo das ameacas atuais e
emergentes a salde da populacdo. Nesse contexto, 0 programa de doencas zoondticas e
transmitidas por alimentos e 4gua contaminada, que trata sobre 20 doencas inclusive a
GA causada pelo NoV, tem a responsabilidade da vigilancia, melhoramento na deteccéo
precoce e resposta coordenada a surtos, além de acrescentar o conhecimento de
prevencdo e controle, e fortalecer a capacidade de pesquisa e vigilancia dos paises
membros com a implementacdo de um sistema de qualidade (ECDC 2010). Todos estes
centros de pesquisa provéem um servico de referéncia para os laboratérios de pesquisa
sobre o NoV e ajudam a troca de informacdo sobre o risco epidemiolégico, a biologia

do virus e os métodos de prevencao e controle de surtos.
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2. RELEVANCIA
No Paraguai, a GA € um problema de satde publica constituindo a terceira causa

de mortalidade infantil. A importancia epidemioldgica e filogenia dos RV-A nesses
casos ja foi descrita, porém a prevaléncia dos outros virus responsaveis pela etiologia da
GA permanece desconhecida (Parra et al 2007; Mathers et al 2008; Parra 2009).

O presente trabalho representa o primeiro estudo na busca e monitoramento dos
NoVs em amostras de criancas paraguaias. O estudo pretende descrever a epidemiologia
de NoVs no Departamento Central do Paraguai, representado pela capital Assuncao,
utilizando métodos moleculares, o que contribuira para determinar o impacto destes
virus nos casos de GA, além de gerar conhecimento sobre a diversidade genética dos

NoVs circulantes na América do Sul.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Detectar e caracterizar molecularmente os NoVs em amostras fecais negativas
para bactérias patogénicas e RV-A, coletadas de criancas < 5anos, com
gastrenterite aguda, em Assun¢do no Departamento Central,, Paraguai, durante
0s anos de 2004 e 2005.

3.2. Objetivos Especificos

Determinar a prevaléncia dos NoVs em criangas paraguaias.

Determinar a freqliéncia de NoV por grupo etério, género e sazonalidade, na

populacéo de estudo.

Determinar 0s genogrupos e gendétipos dos NoVs circulantes durante o periodo

de tempo estudado.

Realizar anéalise filogenética dos genoétipos encontrados, comparando com

aqueles circulantes na América do Sul e no mundo.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. MATERIAL

4.1.1. Amostras Clinicas

Foram inseridas neste estudo 378 amostras de fezes de criangas com até 5 anos
de idade com GA, hospitalizadas ou atendidas no ambulatério do Hospital “San Roque”
em Assuncdo, Paraguai, de janeiro de 2004 até dezembro de 2005; coletadas nos anos
2004 (n=161) e 2005 (n=217).

Todas as amostras foram previamente testadas para a detecgdo de RV-A e
bactérias patogénicas pelas técnicas de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) e
coprocultura, respectivamente, e foram selecionadas para a decteccdo de NoV as que
apresentaram resultados negativos.

A coleta das fezes foi realizada acondicionando-as em reservatorios de plastico
impermeéveis e estéreis, devidamente identificados que foram posteriormente
armazenados sob congelamento. As amostras foram transportadas de acordo com as
normas técnicas para os Laboratorios Centrais de Saude (LACENS) do Brasil e enviadas
ao Laboratorio de Virologia Comparada e Ambiental (LVCA) - Laboratério de
Referencia Regional de Rotaviroses (LRRR) no Rio de Janeiro; junto com a
documentacdo complementar exigida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, Brasil) e pelo Ministério de Saude Publica e Bem Estar Social (MSP-BS,

Paraguai).

O estudo foi aprovado pelos comité de ciéncia e comité de ética do Instituto de
Investigagdes em Ciéncias da Saude (IICS) da Universidade Nacional de Assuncédo
(UNA) (Parecer n° P39/08, 05/12/2008).

4.1.2. Amostras Controle

Controles positivos e negativos foram utilizados durante todos os procedimentos
deste estudo. Todos os cuidados e precaucBes para o trabalho com métodos de
amplificagdo gendmica foram estritamente seguidos, sendo cada etapa realizada em
areas distintas. Para todos os meétodos, agua livre de Dnase/Rnase foi utilizada como
controle negativo.

Amostras padrées de NoV GI e GIl, gentilmente cedidas pelo Dr. Chris
Gallimore, pesquisador do Enteric, Respiratory and Neurological Virus Laboratory -
Health Public Agency, Colindale - Reino Unido, foram utilizadas para padronizacéo e
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estabelecimento dos protocolos de RT-PCR qualitativo. Posteriormente, uma amostra
analisada e caracterizada geneticamente como NoV no LVCA-LRRR foi utilizada como

controle positivo nas reagdes.

4.1.3. Solugdes
4.1.3.1. Tampédo TRIS/HCI/Ca++ 0,01 M pH 7,2

Tris - hidroximetil-tris-aminometano (SIGMA®) 1,219
Cloreto de Calcio -CaCl;, [0,0015 M] (SIGMA®) 0,02 g
Agua destilada q.s.p. 1000 mL.

Em um frasco Becker de 2000 mL, foram adicionados o0s reagentes,
homogeneizados com agitador magnético e o pH 7,2 foi ajustado com &cido cloridrico
(HCI) P.A. (Merck®) antes de completar o volume final em baldo volumétrico de 1000
mL. A solucéo foi transferida um para frasco com vedacdo e autoclavada a 121°C por

20 minutos. Apo0s autoclavacdo, a solucéo foi conservada a 4°C.

4.1.3.2. Silica
Dioxido de silicio- SiO, (SIGMA®) 60 g
Agua destilada g.s.p. 500 mL

Em proveta de 500 mL, foram homogeneizadas a &gua e a silica por inversdo e a
solucdo, sedimentada por 24 horas. Foram desprezados, por succ¢do, 430 mL do
sobrenadante e adicionados mais 500 mL de agua destilada a silica. Apds sedimentacédo
por 5 horas, 440 mL do sobrenadante foram desprezados. O indice de hidrogénios
ionizaveis foi ajustado a pH 2,0 adicionando-se 600 uL de acido cloridrico (HCI) P.A.
37% (Merck®). A solucgdo foi separada em frascos de cor &mbar em aliquotas de 10

mL. Foi autoclavada a 121°C por 20 minutos e estocada a 22°- 25°C.

4.1.3.3.EDTA[0,2 M] pH 8,0
acido etilenodiamino tetracético - EDTA (SIGMA®) 37,22 mg
Agua destilada q.s.p. 500 mL
Em um frasco Becker de 1000 mL, foram adicionados o0 EDTA e 300 mL de
agua destilada. Apds homogeneizacdo com agitador magnético, a solucéo foi ajustada a

pH 8,0 com NaOH [1 M], transferida para um baldo volumétrico de 500 mL para ajuste
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do volume final. A solucéo foi transferida para um frasco com tampa e conservada a
22°- 25°C.
4.1.3.4. Tris-HCI [0,1 M] pH 6,4
Tris (hidroximetil-tris-aminometano) (SIGMA®) 12,11 ¢
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

Em um frasco Becker de 1000 mL os reagentes foram adicionados e
homogeneizados com agitador magnético, ajustado o pH 6,4 foi alcangado adicionando-
se acido cloridrico (HCI) P.A. (Merck®). O conteudo foi transferido para um baldo
volumétrico de 1000 mL, e completado o volume final. A solucéo foi acondicionada em

frasco com tampa e conservada a 22°- 25°C.

4.1.3.5. Tampéao L6

Isotiocianato de guanidina (Invitrogen®) 120 g
Triton X-100 (SIGMA®) 2640
EDTA [0,2 M] pH 8,0 (SIGMA®) 22 mL
Tris-HCI [0,1 M] pH 6,4 (SIGMA®) q.s.p. 100 mL

Em um frasco Becker de 250 mL os reagentes foram homogeneizados com
agitador magnético. A solucdo foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL, o
volume final completado e transferido para frasco @mbar que foi conservado a 22°-
25°C.

4.1.3.6. Tampéo L2
Isotiocianato de guanidina (Invitrogen®) 1209
Tris-HCI [0,1 M] pH 6,4 (SIGMA®) q.s.p. 100 mL

Em um frasco Becker de 250 mL os reagentes foram adicionados e
homogeneizados com agitador magnético. O conteudo foi transferido para baldo
volumétrico de 100 mL e o volume final completado. A solucéo final foi transferida

para frasco ambar e conservada a 22°- 25°C.

4.1.3.7. Tampao tris-boro-EDTA 10X pH 8,4 (TBE)

Tris-base (Invitrogen®) 108 g
Acido borico (Reagen®) 55 g
EDTA [0,5 M] pH 8, 8 (Sigma®) 40 mL
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Agua Milli-Q g.s.p. 1000 mL

Em um frasco Becker de 2000 mL os reagentes foram adicionados e
homogeneizados com agitador magnético. O contetdo foi transferido para um baldo
volumétrico de 1000 mL, o volume final foi completado com agua destilada e

transferido para frasco com vedacdo. A solucéo final foi conservada a 4°C.

4.1.3.8. Gel de agarose a 2%
Agarose (Invitrogen®) 169
Tampéo TBE 0,5 X pH 8,4 (Invitrogen®) 80 mL

A agarose foi pesada e colocada em um baldo Erlenmeyer e adicionados 80 mL
de tampéo TBE 0,5X. O Erlenmeyer foi levado ao forno de microondas por 1minuto
(em poténcia alta) até que a agarose fosse dissolvida, deixando resfriar até +/- 50°C. A
seguir, a agarose foi colocada no suporte de gel da cuba de eletroforese, evitando a

formacéo de bolhas.

4.1.3.9. Solucéo de brometo de etidio
Brometo de etidio 10 mg/mL (Invitrogen®) 15 uL
Agua destilada 300 mL
A solucdo de brometo de etidio foi dissolvida em &gua em recipiente pléstico
com tampa, homogeneizada suavemente em agitador magnético e conservada a 22°-

25°C. A incidéncia direta da luz foi evitada.

4.1.3.10. Etanol 75%
Etanol P.A. 75 mL
Agua destilada 25 mL

Em uma proveta de 100 mL foram adicionados 75 mL de alcool e o volume final
completado com a agua destilada para 100 mL. O conteddo foi homogeneizado por

inversdo, transferido para frasco com vedacéo e conservado a temperatura a 4°C.

4.1.4. Materiais para amplificacao dos &cidos nucléicos

Os materiais utilizados nos protocolos de amplificacdo e sequenciamento de
4cidos nucléicos sdo os seguintes: H,O livre de DNAase e RNAase (Invitrogen®),
tampdo de PCR sem MgCl, (Invitrogen®), desoxinucleosina trifosfatos - dNTPs
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(Invitrogen®) e MgCl, (Invitrogen®). As enzimas utilizadas foram as seguintes: RT
Superscript 111" (Invitrogen®), Tag DNA Polimerase (Invitrogen®). Os iniciadores
utilizados para a sintese de cDNA foram: pd(N)6 © (Amersham Biosciences®) ou
iniciadores randdémicos. A lista de iniciadores utilizados nos diferentes protocolos de

PCR se encontra resumida no Quadro 2.

4.2. METODOS

Todos os procedimentos para a detec¢do e caracterizacdo de NoV utilizados neste
estudos estdo descritos a seguir. Brevemente: apds a suspensao fecal das amostras
recebidas, foi realizada a extracdo do RNA viral pelo método de isotiocianato de
guanidina devido a eficiéncia na separagdo do acido nucléico do resto do material sem
ter diminuicdo de concentracao viral; seguindo com a sintese do cDNA por RT-PCR

com iniciadores randdmicos.

A deteccdo do NoV foi realizada pela anélise dos produtos da PCR utilizando os
iniciadores Mon 431-434, que visam a amplificacdo do gene da RdRp (ORF1) mais
conservada do genoma viral. Devido a isso, as amostras negativas para este protocolo
foram consideradas negativas para NoV neste estudo, e as amostras positivas foram
submetidas a amplificacdo parcial da regido D do gene da VP1 (ORF2) utilizando um
protocolo de PCR baseado no uso de iniciadores especificos para a identificacdo dos

genogrupos | e 11 dos NoVs.

Os produtos das amostras positivas para este protocolo foram purificados e
sequenciadas para a classificagdo em gendétipos. As amostras negativas para a
amplificacdo da ORF2, foram submetidas a um novo protocolo de deteccdo pela
amplificacdo da regido B do gene da RdRp, utilizando os iniciadores especificos 1421 —
1424. Apobs a andlise dos produtos em gel de agarose 2%, os NoV encontrados nas
amostras positivas sdo classificados em genogrupos. Na Figura 8 se ilustra o fluxograma

de procedimentos.
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Figura 8: Fluxograma de procedimentos para detec¢do e caracterizacdo molecular
de norovirus em amostras fecais de criancas em Assuncao, Paraguai.

IICS / UNA 378 Amostras Fecais
Suspenséo Fecal 10% LVCA/10C

Extracdo RNA viral
silica/isotiocianato guanidina. Boom et al., 1990
Sintese cDNA

Deteccdo N

Amplificacdo parcial gene RdRp
PCR — Regido B (Mon 431 - 434)

0,
ol nrse 28] st anosts
Ca0. Positivas
Classificacdo
161 amostras Positivas para 116 amostras Negativas para
Regido B (Mon 431 - 434) Regido D (CapA-D)
Amplificagégparcial gene VP1 Amplificagdo parcial gene RdRp
PCR —Regido D (Cap A - D) PCR - Regidio B (1421 — 1424)
Gelde Agarose 2% Gel de Agarose 2%
Coloracéo: BrEt Coloracéo: BrEt
45 amostras 35 amostras
Genogrupos caracterizadas Genogrupos caracterizadas
Purificagdo

Sequenciamento Automéatico
Big Dye Terminator® (Applied Biosystems)

A4

Caracteriza¢éo Molecular

29 amostras

Gendtipos -
caracterizadas

[ICS/UNA: Instituto de Pesquisa em Ciéncias da Salude-Universidade Nacional de Assuncéo.

LVCA: Laboratério de Virologia Comparada e Ambiental. PCR: Reacdo em cadeia pela

polimerase.

4.2.1. Suspenséao Fecal

Suspensdes fecais a 10% foram preparadas em tamp&o Tris-HCI Ca *2 [0,01 M]

pH 7,2 em cabine de seguranca biologica NB2 (Holten Lamin Air MS 2010, Modelo
32



0.9). As suspensdes foram homogeneizadas, clarificadas a 3000 x g por 10 min a 4°C e
os sobrenadantes estocados a —20°C.
4.2.2. Extragdo do RNA Viral

A extracdo do RNA viral foi realizada a partir de sobrenadantes homogeneizados
e clarificados de suspensfes fecais pelo método descrito por Boom e colaboradores
(1990).

Em tubo pléstico tipo Eppendorf® de 1,5 mL foram adicionados: 1 mL de tamp&o
L6 e 400 pL de suspensédo fecal a 10%, previamente preparada, seguido de 15 pL de
silica. Apds agitacdo orbital por 20 minutos, as suspensdes foram centrifugadas a
16.000 x g por 60 segundos, descartando-se o sobrenadante em solucdo de NaOH
[10N].

Em cada tubo foi adicionado 1 mL de tampao L2, seguido de agitacdo em vortex
para ressuspensao do sedimento formado. Nova centrifugacao foi realizada a 16.000 x g
por 60 segundos e o sobrenadante foi descartado em solucdo de NaOH [10 N]. A sequir,
foram realizadas duas etapas de lavagens, a primeira, adicionando-se 1 mL de etanol a
70% gelado e na segunda, adicionou-se 1 mL de acetona P.A (Merck®) gelada,
utilizando-se os mesmos procedimentos de homogeneizacdo e sedimentacdo
anteriormente descritos, desprezando-se o sobrenadante em solucdo de hipoclorito de
sodio a 5%.

Apds a ultima lavagem, os tubos foram incubados a 56° C por 15 minutos com as
tampas abertas para completa evaporacdo da acetona. Apds esse periodo, foram
adicionados 60 pL de agua livre de endo e exonucleases (Invitrogen®) em cada tubo. Os
tubos foram novamente homogeneizados em vortex por 10 segundos, incubados a 56° C
por 15 minutos com as tampas fechadas. Apds a centrifugacdo a 16.000 x g por 3
minutos, 50 puL do sobrenadante contendo os RNAs foram coletados cuidadosamente e

transferidos para outro tubo, sendo armazenados a -70 °C.
4.2.3. Reacdo de transcricao reversa para obtencdo de cDNA

A sintese do cDNA a partir do RNA extraido foi realizada utilizando-se o

iniciador randomico pd[N]s (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) ou
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iniciadores  randémicos comerciais  (Invitrogen®), sob protocolo previamente

padronizado no LVCA.

Adicionou-se 2 pL de dimetil sulfoxido (DMSO) a 10 uL de RNA extraido e se

incubou a 97°C por 7 minutos. Colocou-se em banho de gelo por 2 minutos e apos a

adicdo de 38 pL da mistura de reagentes (RT) (Quadro 1), os tubos foram incubados a

42°C por 1 hora e 5°C por 10 minutos. Estocou-se o produto a 4°C até o momento da

PCR.

Quadro 1: Reagentes utilizados na reacdo de transcricdo reversa (RT) para a

obtencdo de cDNA de norovirus a partir do RNA viral extraido.

Reagente Concentracao Volume/Reacéao
H,O livre de DNAase / RNAase (Invitrogen®) - 23,5 uL
Tampédo de PCR sem MgCl, (Invitrogen®) 10X 5,0 uL
dNTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP ( Invitrogen®) 2,5 mM 4,0 uL
MgCl, (Invitrogen®) 50 mM 2,5 ul
RT Superscript 111™ (Invitrogen®) 200 U/pL 1,0 uL
pd(N)6 ® (Amersham Biosciences®) ou iniciador 50 unidades 20 uL
randémico (A260) o H
Volume final 38 nL

O Quadro 2 apresenta as sequéncias, a localizagcdo no genoma dos iniciadores e 0

namero de pares de bases dos produtos gerados pela técnica de reacdo em cadeia pela

polimerase.
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Quadro 2: Iniciadores utilizados na reacdo em cadeia pela polimerase para

amplificacdo do genoma de norovirus humano.

Iniciadores Sequéncia (5"- 3')? Orientacéo Posicao® Localizagdo Regido Produto
Iniciadores Genéricos para deteccdo de NoV (Beuret et al. 2002)
Mon431 TGG ACI AGR GGI CCY AAY CA + 5093 - 5112 RNA Pol° B
Mon432 TGG ACI CGY GGI CCY AAY CA + 5093 - 5112 RNA Pol B 213 pb
Mon433 GAA YCT CAT CCAYCT GAACAT - 5285 - 5305 RNA Pol B
Mon434 GAA SCG CAT CCARCG GAA CAT - 5285 - 5305 RNA Pol B
Iniciadores Degenerados para classificacdo em Genogrupos (Vinjé et al. 2004)
Cap A GGC WGT TCC CAC AGG CTT - 6897 - 6914 VP1 D
Cap B2 TAT GTI GAY CCW GAC AC + 6738 - 6754 VP1 D 117pb ¢
Cap B1 TAT GTT GAC CCT GAT AC + 6738 - 6754 VP1 D
CapC CCT TYC CAKWTC CCA YGG - 6667 - 6684 VP1 D
Cap D3 TGY CTY ITI CCH CAR GAA TGG + 6432 - 6452 VP1 D 253 pb°
Cap D1 TGT CTR STC CCC CAG GAA TG + 6432 - 6451 VP1 D
Iniciadores Especificos para classificacdo em Genogrupos (Boxman et al. 2006)
1421 (JV 12Y) ATACCACTATGATGC AGAYTA + 4279 - 4299 RNA Pol B 327 pb
1422 (JV 13 1) TCATCATCACCATAG AAI GAG - 4878 - 4858 RNA Pol B
1421 (JV 12Y) ATACCACTATGATGC AGAYTA + 4279 - 4299 RNA Pol B 237 pb ®
1424 (Ni-R) AGC CAG TGG GCG ATG GAATTC - 4515 - 4495 RNA Pol B
1423 (G1) TCN GAA ATG GAT GTT GG + 4691 - 4707 RNA Pol B 188 pb d
1422 (JV 13 1) TCATCATCACCATAG AAI GAG - 4878 - 4858 RNA Pol B

2 Codigo IUPAC para indicar as posices degeneradas: I: inosina, R: purina (A/G), Y: pirimidina (C/T), S: C/G, N: base indefinida

b posicées baseadas nas sequéncias Norwalk (M87661) para NoV pos / neg e Gl, e Lordsdale (X86557) para NoV GlI
¢ Pol, Polimerase
¢ Genogrupo I, ® Genogrupo 11

4.2.4. Deteccdo molecular de norovirus pela técnica de reacdo em cadeia pela

polimerase.

Para a deteccdo dos NoVs foi utilizado o protocolo descrito por Beuret et al.
(2002). Este protocolo foi modificado para otimizar a reacdo de PCR segundo as

condicGes do laboratdrio.

A PCR genérica € baseada no uso de iniciadores degenerados para amplificacéo
parcial do gene que codifica para a RdRp na regido B (ORF1) (Figura 7). A reacéo foi
realizada adicionando-se 10 uL de cDNA a 15 pL de mistura de reagentes (Quadro 3).

Apds uma etapa de desnaturacdo a 94°C por 3 minutos, foram realizados 40 ciclos de
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amplificacdo de 94°C por 30 segundos, 50°C por 1 minuto, 60°C por 30 segundos e uma
extensdo final de 7 minutos a 72°C no termociclador - Termocicler Applied
Biosystems®, Foster City, CA, USA — modelo 2400. Os produtos amplificados foram

estocados a 4°C até o momento da analise.

Quadro 3: Reagentes utilizados na reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para a

amplifica¢éo do gene que codifica a RARp do norovirus.

Reagente Concentracao Volume/Reacéao
H,O livre de DNAase / RNAase (Invitrogen®) - 14,1 uL
Tampéao de PCR sem MgCl, (Invitrogen®) 10X 2,5ulL
dNTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP ( Invitrogen®) 2,5 mM 2,0 uL
MgCl, (Invitrogen®) 50 mM 0,8 uL
Taq DNA Polimerase (Invitrogen®) 5 U/uL 0,3 uL
Mistura de iniciai%r?)e'slzwl\élrc])rlgil, Mon 432, Mon 100 uM 0.3 L
Volume final 20 pLL

4.2.5. Determinacdo dos genogrupos de Norovirus pela reacdo em cadeia pela

polimerase (PCR - regido D)

Para a classificacdo nos genogrupos Gl e GllI foi utilizado um protocolo de PCR
utilizando iniciadores degenerados que hibridizam na regido D (ORF2), relativamente
conservada, do gene que codifica para a maior proteina do capsideo (VP1). O protocolo
foi desenvolvido por Vinjé e colaboradores (2004), e foi descrito como apropriado para

a caracterizagao dos genogrupos em Zheng e colaboradores (2006).

Foram realizadas duas reacdes diferentes: uma com iniciadores especificos para o
Gl e outra com iniciadores para o Gll, adicionando-se 10 uL de ¢cDNA a 40 uL da
mistura de reagentes (Quadro 4), para volume final de 50 pL. As amostras foram
submetidas a desnaturacdo inicial a 95°C por 3 minutos e 40 ciclos subsequentes de
desnaturacdo (94°C/1 minuto), hibridacdo dos iniciadores (44°C/1 minuto), extenséo

(72°C/1 minuto) e um ciclo de extensdo final (72°C/10 minutos) mantendo temperatura
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de 4°C por até 24 horas, no termociclador - Termocicler Applied Biosystems®, Foster
City, CA, USA — modelo 2400.

Quadro 4: Reagentes utilizados na reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para a

amplificacdo do gene que codifica para a proteina do capsideo (VP1).

Reagente Concentracao Volume/Reacéao
H,O livre de DNAase / RNAase (Invitrogen®) - 26,2 uL
Tampédo de PCR sem MgCl, (Invitrogen®) 10X 5,0 uL
dNTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP ( Invitrogen®) 2,5mM 4,0 uL
MgCl, (Invitrogen®) 50 mM 1,5 uL
Taq DNA Polimerase (Invitrogen®) 5 U/ulL 0,3 uL

Mistura de iniciadores: CAP A /B1/B2 (para GI)

ou CAP C /D1/D3 (para GlI) 100 uM 3,0uL

Volume final 40 pL

4.2.6. Determinagdo dos genogrupos de Norovirus pela reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR - regido B)

Para a determinacdo dos genogrupos nas amostras que ndo foram classificadas
pela PCR para a regido D, foi utilizado um protocolo de Semi-Nested PCR com
iniciadores degenerados que hibridam na regido B do gene que codifica para a RdRp
(ORF1) (Figura 7). Esse protocolo foi desenvolvido por Boxman e colaboradores
(2006) para a detecgdo de NoVs em ostras.

4.2.6.1. Pré-amplificacdo da regido B

Para a reacdo de pré-amplificacdo, adicionou-se 5 uL. de ¢cDNA a 20 uL da
mistura de reagentes (Quadro 5), para volume final de 25 pul. As amostras foram
submetidas a desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos e 40 ciclos subsequentes de
desnaturagdo (94°C/30 segundos), hibridacdo dos iniciadores (45°C/30 segundos),
extensdo (72°C/1 minuto) e um ciclo de extenséo final (72°C/10 minutos) mantendo
temperatura de 10°C por até 24 horas no termociclador - Termocicler Applied

Biosystems®, Foster City, CA, USA — modelo 2400.
37




Quadro 5: Reagentes utilizados na reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para a

pré-amplificacdo da Regido B do gene RdRp.

Reagente Concentracao Volume/Reacéao
H,O livre de DNAase / RNAase (Invitrogen®) - 14 uL.
Tampédo de PCR sem MgCl, (Invitrogen®) 10X 2,5 uL
dNTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP ( Invitrogen®) 2,5mM clu 0,5 uL
MgCl, (Invitrogen®) 50 mM 0,8 uL
Taq DNA Polimerase (Invitrogen®) 5 U/uL 0,2 uL
Mistura de iniciadores: 1421, 1422 11 pmol/uL 2,0 uL
Volume final 20 pL

4.2.6.2. Amplificacdo da Regido B da RdRp.

Duas reacOes independentes especificas para a determinacdo dos genogrupos Gl

e GlI foram realizadas adicionando-se 2 uL do produto da pré-amplificacdo a 23 puL da

mistura de reagentes (Quadro 6), para volume final de 25 uL.

Quadro 6: Reagentes utilizados na reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para a

amplificacdo da Regido B do gene RdRp.

Reagente Concentracao Volume/Reacéao

H,O livre de DNAase / RNAase (Invitrogen®) - 16,7 uL
Tampé&o de PCR sem MgCl, (Invitrogen®) 10X 2,5ul
dNTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP ( Invitrogen®) 2,5 mM clu 1,0 uL
MgCl, (Invitrogen®) 50 mM 0,6 uL

Taq DNA Polimerase (Invitrogen®) 5 U/uL 0,2 uL
Mistura de w;;:;aidolrfzdrl(sirza g‘ﬁ)fﬁ (para Gl) e 11 pmol/uL_ c/u 2,0 L
Volume final 23 nLL
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As amostras foram submetidas a desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos e 35
ciclos subseqiientes de desnaturacdo (94°C/30 segundos), hibridacdo dos iniciadores
(45°C/30 segundos), extensdo (72°C/1 minuto) e um ciclo de extensdo final (72°C/10
minutos) mantendo temperatura de 10°C por até 24 horas, no termociclador -
Termocicler Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA — modelo 2400.

4.2.7. Analise dos produtos de PCR por eletroforese em gel de agarose

Os produtos das PCRs, tanto para a ORF1 quanto para a ORF2, foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% em tampdo tris-borato-EDTA (TBE),
0,5X, a 120 V, por cerca de 1 hora; seguido de coloracdo com brometo de etideo (0.4
pg/mL). Dois puL do corante azul de bromofenol 10X (0,3% azul de bromofenol, 65%
sacarose, EDTA [10 mM], Tris-HCI [10 mM] pH 7,5 (Invitrogen®) foram adicionados a
10 pL do produto da PCR. Para identificar o tamanho do produto amplificado utilizou-
se um padrio de tamanho molecular de 50 pb (Invitrogen®) e controles positivo e
negativo da reacéo.

Os resultados foram visualizados com o auxilio de um transiluminador (DyNA
light dual intensity UV; Labnet National Company) e fotografados no sistema de
captura de imagem KODAK Gel Logic 212 com o software Kodak Molecular Imaging
v.5.0.1.27. (Carestream Health, Inc., Upland, CA).

4.2.8. Sequenciamento parcial do genoma viral

Os produtos amplificados pela PCR para a regido D (ORF2) foram purificados
utilizando-se o kit comercial QIAquick® PCR purification kit ou o QIAquick® Gel
extraction kit (QIAGEN™, Valencia, CA, USA), seguindo as recomendagdes do
fabricante, segundo a presenca ou auséncia de amplificados inespecificos. Seguida a
purificacdo, a quantidade de DNA amplificado foi determinada em espectrofotometro
NanoDrop™ (Thermo Scientific, USA).

O sequenciamento foi realizado pela Plataforma de Seqiienciamento de DNA
PDTIS/Fiocruz (Otto et al 2008). Segundo orientacao da plataforma de seqiienciamento,
1-10 ng de DNA purificado e 3,2 pmoles de iniciadores utilizados na PCR foram
aplicados em placa de 96 pocos. A reacdo foi realizada utilizando o Big Dye
Terminator® v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®, CA, USA) e 0s
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mesmos iniciadores utilizados nas reacGes de amplificacdo gendmica (Quadro 7),

conforme recomendado pelo fabricante.

Os produtos da reacdo de sequenciamento foram purificados com as colunas
CENTRI-SEP® (Princeton Separations®, CA, USA) conforme orientacdo do
fabricante, e os cromatogramas das sequéncias foram gerados utilizando o sequenciador
automético de 48 capilares ABI Prism 3730 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) da plataforma PDTIS/Fiocruz.

Quadro 7: Reagentes utilizados na reacéo de sequenciamento.

Reagente Volume/Reacéo
DNA 3,5 uL
Tampao de sequenciamento (5X) 4,0 uL
Big Dye Terminator® 2,0 uL
Iniciadores 2,0 uL
H,O livre de DNAase / RNAase (Invitrogen®) 2,0 uL
Volume final 13,5 pLL

4.2.9. Andlise das sequéncias.

Os cromatogramas das sequéncias obtidas foram analisados com a programa
BioEdit ® versdo 7.0.9.0 (Hall 1999) e as seqiiéncias consenso de cada amostra foram
geradas. O alinhamento de nucleotideos foi realizado utilizando a ferramenta CLUSTAL
W do programa MEGA 4.0 (Thompson et al 1994) .

As sequéncias protétipos representantes dos diferentes genotipos de NoV de
origem humana, descritas em diferentes paises, foram resgatadas do GenBank (NCBI
2010b) através dos seus numeros de acesso ou mediante a utilizagdo da ferramenta
BLAST v2.2.24 (NCBI 2010a).

As relagbes filogenéticas entre as diferentes sequéncias foram determinadas

mediante a utilizacdo do programa MEGA v. 4.0 através do método de reconstrucao
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filogenética Neighbor-joining (Tamura et al 2007). As distancias genéticas entre as
diferentes amostras foram calculadas dentro do modelo Kimura 2-parametros como
modelo de substituicdo nucleotidica. A significancia estatistica das diferentes arvores

filogenéticas obtidas (robustness) foi estimada através de 1.000 réplicas de Bootstrap.
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Quadro 8: Prototipos de norovirus de humanos resgatados do GenBank utilizados
neste estudo.

Virus Genogrupo Genotipo NUmero de acesso
NoV I 1 M87661
NoV I 2 AJ277610
NoV I 3 U04469
NoV | 4 AB042808
NoV | 5 AJ277614
NoV | 6 AF093797
NoV I 8 AF538679
NoV I 1 AF414418
NoV I 2 X81879
NoV I 3 U02030
NoV I 4 X56557
NoV I 4 AY038600
NoV I 4 AY032605
NoV I 5 AJ277607
NoV I 6 AJ277620
NoV I 6 GU969057
NoV I 7 AJ277608
NoV I 8 AB039780
NoV I 9 FJ874640
NoV I 9 AY054299
NoV I 10 AF427118
NoV I 11 ABO074893
NoV I 12 AB067536
NoV I 13 AY113106
NoV I 13 AB078334
NoV I 14 AY130761
NoV I 15 AF542090
NoV I 15 AY130762
NoV I 16 AY502005
NoV I 17 AY502009
NoV I 18 AY823304
NoV I 19 AY823306
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5. RESULTADOS

5.1. Deteccdo de norovirus pela reacdo em cadeia pela polimerase precedida de

transcricéo reversa.

Em um periodo de dois anos, de janeiro de 2004 a dezembro de 2005, 927
amostras fecais procedentes de casos de GA, negativas para bactérias patogénicas sob
suspeita de infeccdo viral, foram recebidas no Laboratério de Biologia Molecular e
Genética (LBMG) do Instituto de Pesquisa em Ciéncias da Saude (IICS) da
Universidade Nacional de Assuncdo (UNA), em Assuncdo, Paraguai, onde foram
testadas para RV-A. Foram negativas 701 amostras e 53,9% destas (378/701) foram
consideradas para o presente estudo, sendo que 42,6% (161/378) foram positivas para
NoV pela RT-PCR (Tabela 1) com os iniciadores Mon 431, 432, 433 e 434 (detecc¢do),
que amplificam parcialmente o gene da RdRp (ORF1). No ano 2004 a prevalencia de
NoV foi de 47,2 % (76/161) e no ano 2005 foi de 39,2% (85/217).

Tabela 1: Distribuic@o por ano das infec¢cdes por norovirus, detectados pela reacéo
em cadeia pela polimerase precedida de transcricdo reversa, em criancas

paraguaias < 5 anos.

o AMOS _tras RV-_ A Amostras NoV
recebidas negativas estudadas (%)  positivas (%)
2004 362 284 161 (43%) 76 (47%)
2005 565 417 217 (57%) 85 (52%)
TOTAL 927 701 378 161

NoV: norovirus; RV-A: rotavirus A

Todas as amostras positivas apresentaram o produto de amplificacdo especifico
de 213 pb pela técnica de RT-PCR para a regido da RdRp, ilustrado na Figura 9.
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Figura 9: Produtos gerados pela amplificacdo parcial do gene da RNA polimerase
RNA dependente por transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia pela

polimerase.

213 pb.

Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados do gene que codifica para a
RdRp dos norovirus. A seta indica o produto de 213 pb. M, marcador molecular de 100 pb.; P,
controle positivo; N, controle negativo. Linhas 2, 6 e 11, amostras positivas para NoV; linhas 1,

3-5, 7-10 e 12, amostras negativas para NoV.

A distribuicdo dos casos positivos por género e faixa etaria esta representada na
Tabela 2. As infeccBes por NoV foram detectadas em criancas de todos os grupos
etarios, sendo que a maior percentagem dos casos positivos foi detectado nos grupos de
12 a 23 meses e de 48 a 60 meses. No entanto, a prevaléncia das infec¢des por NoV foi

homogénea para todos 0s grupos etarios.

Os dados de epidemiologia molecular de RV-A em Assungdo, Paraguai, para o
periodo 2004 — 2005 foram fornecidos pelo Laboratério de Biologia Molecular e
Genética do IICS/UNA para analise comparativa com os dados obtidos no presente
estudo. A Figura 10 ilustra a frequéncia da distribuigdo etéria das infec¢bes por NoV e

RV-A nas criangas paraguaias com GA.
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Tabela 2: Distribuicdo por grupo etério e sexo dos casos de infec¢des por norovirus

em criancgas paraguaias com gastrenterite aguda.

Género
, . Feminino Masculino Total Total
Grupo etario
(Meses) amostras NoV pos
N° amostras N° amostras estudadas (%)
estudadas NoV pos estudadas NoV pos
0-5 16 3 24 9 40 12 (30)
6-11 30 12 28 12 58 24 (41)
12 - 23 43 17 64 31 107 48 (45)
24 - 35 23 4 37 20 60 24 (40)
36 —-47 25 11 23 9 48 20 (42)
48 — 60 31 16 34 17 65 33 (51)
TOTAL 168 (44,4) 63 (37,5) 210 (55,6) 98 (46,7) 378 161 (42,6)

NoV pos: positivo para norovirus.

Figura 10: Distribuicdo por grupo etario de casos de infeccdo por norovirus e

rotavirus A em criancas com gastrenterite aguda, Assuncdo, Paraguai.
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NoV pos: positivo para norovirus; RV-A pos: positivo para rotavirus grupo A.
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A distribuicdo de frequéncias acumuladas é utilizada para determinar quantos ou
que proporcao dos valores dos dados € menor ou maior do que certo valor. A Figura 11
representa a distribugdo acumulada das infeccoes por RV-A e NoV ao longo dos grupos
etarios das criangas com GA. Foi possivel observar que 50% das infeccbes pelo RV-A
ocorreram até o primeiro ano de idade; enquanto que a mesma percentagem de

infeccOes pelo NoV ocorreu entre o primeiro e segundo ano de idade.

Figura 11: Percentual acumulado das infec¢des causadas por norovirus e rotavirus
A distribuidas por grupo etario.
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NoV pos: positivo para norovirus; RV-A pos: positivo para rotavirus A.

5.2. Distribuicdo mensal das infec¢des por norovirus de humanos (NoV).

Os casos positivos de infeccdo por NoV foram observados ao longo dos anos
2004 e 2005, com distribuicdo relativamente homogénea. No entanto, os indices mais
elevados de deteccdo foram observados no periodo de margo, maio, julho e
setembro/2004; e janeiro, junho e outubro-dezembro/2005; com valores superiores a
50%. A Figura 12 apresenta a distribuicdo mensal dos casos de GA causados por NoV
na populagéo estudada.

A Figura 13 apresenta as distribuicbes mensais dos casos de GA causados por
norovirus e rotavirus em criangas paraguaias, nos anos 2004 e 2005. Os NoV e 0s RV-A

apresentaram padrdes de distribuicdo dos casos positivos bem diferenciados. RV-A foi a
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principal causa de surtos entre os meses de julho e outubro, diferente dos NoV, que

apresentaram uma distribuicdo mais homogénea ao longo dos dois anos.

Os dados de variagBes climaticas mensais, tais como temperatura, umidade
relativa do ar e indice pluviométrico para o municipio de Assuncdo, Paraguai,
correspondentes aos anos 2004 e 2005, foram fornecidos pelo Departamento de
Climatologia da Direcdo de Meteorologia e Hidrologia (DINAC) do Ministério da

Defesa do Paraguai.

Esses dados foram relacionados com a deteccdo de NoV nos casos de GA em
criangas paraguaias < 5 anos. A Figura 14 ilustra a distribuicdo mensal dos valores
médios de temperatura, umidade relativa do ar e precipitacdo, durante os anos 2004 e

2008, em relacdo com os casos de GA analisados e 0s positivos para NoV.

A correlacdo entre fatores climaticos e as taxas mensais de deteccdo de NoV

parece ndo ocorrer.
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NUmero de amostras

Figura 12: Distribuicdo mensal de casos de gastrenterite aguda por norovirus em criancas de Assun¢ao, Paraguai.
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NoV pos: positivo para norovirus; NoV pos (%): porcentagem de casos positivos para norovirus.
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Figura 13: Distribuicdo mensal de casos de gastrenterite aguda por norovirus e rotavirus grupo A em criancas de Assunc¢ado, Paraguai.
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NoV pos e NoV neg: positivo e negativo para norovirus, respectivamente; RV-A pos e RV-A neg: positivo e negativo para rotavirus grupo A,

respectivamente.
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Precipitacdes (mm)e N° de casos

Figura 14: Distribuicdo mensal de casos de gastrenterite aguda por norovirus em criancas de Assuncdo, Paraguai e valores médios de

temperatura, umidade relativa do ar e de precipitagdo no municipio de Assunc¢do, Paraguai, durante os anos 2004 e 2008.
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5.3. Caracterizacdo molecular dos norovirus detectados: determinacdo de

genogrupos e genotipos.

A amplificagéo parcial do gene que codifica para a VP1 (Regido D) foi realizada
nas 161 amostras positivas para NoV pela técnica de RT-PCR para a regido da RdRp
(Mon 431-434). Deste total, 28% (45/161) amostras foram classificadas nos genogrupos
I ou Il. N&o houve amplificacdo desta regido (VP1) em 116 amostras (72%). A Tabela 3
apresenta a distribuicdo por ano das amostras positivas para NoV segundo 0 genogrupo

e o protocolo utilizado para a classificacao.

Todas as amostras que tiveram o gene que codifica para a proteina VP1
amplificado apresentaram o produto especifico correspondente ao genogrupo | (177pb)
ou Il (253pb). A Figura 15 ilustra o gel de agarose com os produtos amplificados do

gene para os NoV Gl e GlI.
Figura 15: Gel de agarose com os produtos amplificados do gene que codifica para

a proteina VP1 dos norovirus de diferentes genogrupos.

Amostras
Clinicas

M GlI+ GI+IN

2 . 1
53 pb. Genogroupo

G
177 pb. Genogroupol

M.M.: Marcador molecular de 50 pb; Gll+: controle positivo genogrupo I1; Gl+: controle

positivo genogrupo 1.

As amostras negativas pelo protocolo de amplificacdo da regido D (n=116)

foram submetidas a RT-PCR para a amplificacdo do gene que codifica para a RdRp, na
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regido B do genoma viral (Figura 8, Metodologia) com os iniciadores 1421 — 1424, em
30% (35/116) delas o genogrupo foi determinado. A utilizagcdo de duas metodologias
diferentes de RT-PCR para a caracterizagdo molecular permitiu a classificacdo de 50%
(80/161) das amostras positivas para NoV, sendo 42,5% (34/80) pertencente ao Gl e

57,5% (46/80) ao GlI. Os resultados desta caracterizacdo estdo resumidos na Tabela 3.

Tabela 3: Distribuicdo por ano de estudo das amostras positivas para norovirus e
genogrupos | e I, segundo o protocolo de amplificacdo gendmica utilizado para a

classificacéo.

PCR regido D (VP1) ~ PCR regido B (RdRp) Total
Ano NoV Pos n=101 Reﬂs; D n=116 Classificadas
Gl (%) Gl (%) Gl (%) Gl (%) n=161
2004 76 6 (8) 15 (20) 55 12 (22) 6 (11) 39/76 (51)
2005 85 9 (10) 15 (18) 61 7 (11) 10 (16)  41/85(48)
TOTAL 161 15 (9) 30 (19) 116 19 (16,4) 16 (13,8) 80/ 161 (50)

NoV pos: positivo para norovirus; VVP1: proteina viral 1 do capsideo; Regido D Neg: negativo
na PCR regiao D; RdRp: RNA polimerase dependente de RNA. Gl: genogrupo I; GlI:
genogrupo II.

A regido B do genoma dos NoVs ndo possui variabilidade suficiente para
permitir a classificacdo correta nos diferentes geno6tipos, o sequenciamento parcial do
genoma foi realizado em 28% (45/161) dos NoV classificados como Gl ou GllI na RT-
PCR para o gene que codifica para a proteina VP1. Das amostras sequenciadas (n=45),
0s cromatogramas foram considerados adequados em 29 e estas amostras puderam ser
analisadas pelo programa BLAST para a determinacdo dos genoétipos. Treze amostras
foram classificadas como GI/GII indefinidas, ja que o sequenciamento ndo gerou
cromatogramas adequados para analise e 3 amostras ndo puderam ser classificadas em

nenhum genotipo, apesar de terem apresentado boas sequéncias.
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Na Tabela 4 estdo representados 0s genogrupos e gendtipos circulantes em

Assuncao, Paraguai, durante os anos 2004 e 2005, em criancas de até 5 anos de idade. A

Figura 16 ilustra a distribuicdo destes gendtipos no periodo de estudo.

Tabela 4: Genotipos de norovirus detectados em Assuncéo, Paraguai dos anos 2004

- 2005.

Genogrupos e N° de
Genotipos 2004 2005 Amostras
detectados (%)

GI.3 1 3 4 (9)
Gl.8 1 0 1(2)
GIl.3 3 0 3(7)
Gll.4 2 3 5(11)
GIL5 0 1 1(2)
GllL6 3 1 4 (9)
GIlL7 0 4 4 (9)
GII.8 1 0 1(2)
Gll.16 0 1 1(2)
Gll.17 2 3 5 (11)
GI/GII indefinido 8 8 16 (36)
wquencdes 2 % ®
GI.X 12 7 19
GIlL.X 6 10 16
TOTAL 39 41 80

caracterizados

GI.X e GII.X: amostras classificadas em genogrupos (Gl ou Gll) pela RT-PCR para o

gene da RdRp, sem sequenciamento. GI/GII indefinido: amostras sequenciadas que ndo

puderam ser classificadas em gendtipos.
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Figura 16: Distribuicdo mensal e frequéncias anuais e total dos genétipos de
norovirus detectados em Assuncdo, Paraguai nos anos 2004 - 2005.
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Com o objetivo de inferir sobre a origem dos diferentes genotipos dos NoV
detectados neste estudo, foram realizadas analises filogenéticas utilizando sequéncias de
prototipos e de amostras provenientes de diferentes paises. As sequéncias dos prototipos
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foram obtidas da base de dados “GenBanke os nimeros de acesso descritos no Quadro

8, no item 4.2.9 do topico Materiais e Métodos.

As arvores filogenéticas foram obtidas analisando a sequéncia parcial do gene
que codifica para a proteina VP1 e construidas usando o método de Neighbor-Joining
para a reconstrucdo filogenética baseado no modelo Kimura 2-pardmetros para a

substituicdo de aminoécidos, com Bootstrap de 1000 replicas.

Vinte e nove amostras foram caracterizadas molecularmente com sucesso. Cinco
amostras foram classificadas no Gl, das quais 4 foram identificadas como genétipo G1.3
e 1 como G1.8. Entre as amostras classificadas no Gll (n=24), os gendtipos GII.3, 4, 5,
6, 7, 8, 16 e 17 foram identificados. As Figuras 17, 18 e 19 apresentam as relacOes
filogenéticas entre as estirpes paraguaias e 0s prototipos, em comparagdo com amostras

de outros paises.
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Figura 17: Relacbes
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anos 2004 (cinza) e 2005 (preto).
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6. DISCUSSAO

No Paraguai, a GA é uma das causas mais importantes de morbidade e
mortalidade em criancas menores de 5 anos de idade, segundo relatérios da Direcdo
Geral de Planejamento e Avaliacdo (DINAC). Portanto, a vigilancia dos patdgenos
responsaveis por esta doenca é considerada essencial para o entendimento da biologia
dos mesmos, para o desenvolvimento de medidas de prevencdo e o controle de surtos.
Seguindo essa premissa, varios estudos foram realizados visando determinar a
prevaléncia dos virus como causa das GA ndo bacterianas na populacdo paraguaia
(Coluchi et al 2002; Candia et al 2003; Parra et al 2004).

Os primeiros relatos sobre as GA de etiologia viral no Paraguai datam de 1997 e
reportam a incidéncia, sintomas clinicos e a deteccdo e caracterizacdo molecular dos
RV-A em criancas hospitalizadas (Coluchi et al 2002; Candia et al 2003).
Posteriormente, casos de GA por RV-A foram descritos em adultos e o padrdo
epidemioldgico e a diversidade de gendtipos circulantes no Paraguai foram
determinados (Martinez et al 2005; Parra et al 2005; Amarilla et al 2007; Parra et al
2007). Recentemente, Parra (2009), apresentou uma revisdo dos resultados
epidemioldgicos de sete anos (1998 a 2005), onde descreve 0s RV-A como responsaveis
por 26% (469/1836) dos casos de GA neste periodo. Esses dados, em consequéncia,
evidenciam a auséncia de determinacdo da etiologia em 74% dos casos de GA néo

bacterianas (Parra 2009).

Até o momento, ndo se logrou éxito no isolamento em cultura celular ou
desenvolvimento de um modelo animal que reproduza as infec¢es por NoVs. Por esse
motivo, os testes moleculares tornaram-se 0s principais métodos para a deteccdo e

caracterizagdo desses virus (Vinje et al 2004; Boxman et al 2006; Xerry et al 2010).

Fankhauser e colaboradores (2002) evidenciaram que 93% dos surtos de GA nao
bacteriana tem os NoV como agente etiologico. Nesse estudo foram analisados, por RT-
PCR e ME direta, 284 casos de GA ndo bacteriana provenientes de surtos que tinham
sido reportados ao CDC. O modo mais comum da transmissdo nesses casos foi pela
contaminacdo dos alimentos nos restaurantes e estabelecimentos de alimentagéo
(Fankhauser et al 2002).
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O presente estudo representa o primeiro relato dos NoV como responsaveis pela
GA na populacdo paraguaia e, além disto, descreve a epidemiologia molecular desses
virus nesta populacdo. Devido a alta variabilidade genética dos NoVs, inicialmente as
amostras foram analisadas utilizando um protocolo de RT-PCR que amplifica regides
altamente conservadas da RdRp (Regido B) dos NoV. Este protocolo de RT-PCR é o de
eleicdo para a triagem de NoV, pois utiliza quatro iniciadores que detectam,
simultaneamente, os genogrupos Gl e GlI (Parashar et al 2004; Zheng et al 2006).

Com este protocolo, foram detectadas 161 (43%) amostras positivas para NoV
no periodo estudado. Nos anos 2004 e 2005, 47% (76/161) e 39% (85/217) das amostras
foram positivas para NoV, respectivamente. Uma prevaléncia similar foi descrita por
Ribeiro e colaboradores (2008), utilizando o mesmo protocolo deste estudo, quando
observaram NoV em 40% (27/68) das amostras negativas para RV-A, provenientes de
criancas hospitalizadas no Espirito Santo, Brasil (Ribeiro et al 2008). Entretanto, estes
resultados devem ser analisados com cautela, como sugerido por Ribeiro, pois Lopman
e colaboradores (2003b) descreveram que resultados falso positivos podem ser obtidos

guando sdo utilizados os iniciadores que tem como alvo a ORF1 (Lopman et al 2003a).

Esses resultados contrastam com dados publicados sobre a prevaléncia dos NoV
em casos esporadicos (Andreasi et al 2008; Bucardo et al 2008), pois as altas
porcentagens de infec¢do sdo caracteristicas de surtos (Jiang et al 1996; Atmar & Estes
2006; Estes et al 2006). Apesar disso, altas taxas de deteccao (até 40%) foram descritas
em casos esporadicos de NoV em outros paises da América do Sul (O'Ryan et al 2000;
Bereciartu et al 2002; Victoria et al 2007; Ribeiro et al 2008), assim como na Indonésia
(Subekti et al 2002).

Apesar dos NoVs serem comumente encontrados em pessoas de todas as faixas
etarias, o presente estudo foi focado em criangas com GA de até 5 anos de idade. Na
populagédo infantil paraguaia estudada, as infeccdes por NoV foram detectadas em
criangas de todos 0s grupos etarios, dos recém-nascidos a aqueles com 5 anos de idade.
A percentagem dos casos positivos variou de 40-50% nos grupos de a partir de 6 meses
de idade, sendo menor (30%) nas criancas de até 5 meses de idade.

Existem relatos indicando uma maior prevaléncia da infeccdo pelo NoV em

criancas de até um ano de idade, podendo ser devido a falta de amamentagdo e da
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protecdo da imunidade passiva contra o virus (Phan et al 2004; Victoria et al 2007). Por
outro lado, uma queda na prevaléncia da infeccdo em criangas maiores de dois anos
poderia estar relacionada a imunidade protetora de curta duracdo (Rockx et al 2002).
Neste estudo ndo foi observado este tipo de comportamento, pois ndo houve diferenca
significativa na prevaléncia dos NoV nos diferentes grupos etarios estudados, e a menor
prevalencia da infeccdo nas criangas de até 5 meses de idade pode ser devido a protecdo

da imunidade passiva.

A distribuicdo homogénea das infeccdes pelo NoV fica em evidéncia, quando
comparada as infeccBes pelo RV-A, que apresentam maior prevaléncia nas populacdes

mais jovens, com até dois anos de idade.

Analisando a percentagem acumulada da distribuicdo etaria das infecgdes, foi
possivel observar que cerca de 50% das infec¢des pelo RV-A ocorreram até o primeiro
ano de idade; enquanto que a mesma percentagem de infec¢oes pelo NoV ocorreu entre
0 primeiro e segundo ano de idade, o que corrobora o relato de Victoria e colaboradores
(2007) que evidencia um inicio precoce das infeccdes pelo NoV em criangas no Rio de
Janeiro, Brasil. Estes resultados sugerem que na epidemiologia da GA no Paraguai, 0
NoV seria um dos patdgenos mais importantes nas infeccdes durante os primeiros anos

de vida.

Embora tenha sido observada uma diferenca de 9% na taxa de detec¢do dos NoV
em criancas do sexo masculino, esse valor nao é significativo e pode ser explicado pela
diferenca no nimero de amostras coletadas para cada sexo e ndo como uma tendéncia

na infeccdo pelo NoV.

Assuncdo apresenta um clima temperado e subtropical, com temperatura média
anual que oscila entre 21°C-25°C. Os ciclos climaticos encontram-se bem demarcados,
as temperaturas mais elevadas sdo detectadas durante os meses de dezembro a marco
(verdo), com valores extremos que superam o0s 36°C. Esses valores, no entanto,

diminuem durante os meses de junho a agosto (inverno), com minima proxima de 0°C.

A precipitacdo pluviométrica no pais apresenta um ciclo anual com um periodo
de precipitacdes altas de outubro a marco (primavera e verao) e outro com precipitacoes

baixas nos meses de abril a setembro (inverno e primavera) (DINAC).
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Apesar da presenca de NoV ocorrer durante todo o ano, no hemisfério Norte as
GA causadas por NoV sdo mais comuns no inverno e no inicio da primavera; enquanto
que no hemisfério Sul sdo mais freqlientes na primavera-verdo (Mounts et al 2000;
Bereciartu et al 2002; Lopman et al 2003b; Vainio & Myrmel 2006; Bucardo et al
2008; Verhoef et al 2008). No Paraguai, os casos positivos de infeccdo por NoV foram
observados ao longo dos dois anos de estudo com distribuicdo relativamente
homogénea.

A correlacdo entre fatores climaticos e as taxas mensais de deteccdo de NoV
parece nao ocorrer, ndo se determinando um padrdo sazonal para as infecgdes, em
contraste ao que acontece com os RV-A que, no Paraguai, apresentam uma marcada
sazonalidade nos meses mais frios e secos do ano (de julho a setembro). No entanto,
deve-se ressaltar que os indices mais elevados de deteccdo de NoV foram observados no
periodo de marco, maio, julho e setembro/2004 e janeiro, junho e outubro-
dezembro/2005 com valores superiores a 50%, nos periodos de outono seco e
primavera-vergo.

Esses resultados sdo similares a aqueles descritos na literatura para esta regiao.
Andreasi e colaboradores (2008) analisaram amostras provenientes de criangas com GA
hospitalizadas em Campo Grande, MS, Brasil, entre os anos 2000 e 2004, nao
detectando um padréo sazonal (Andreasi et al 2008). Soares e colaboradores (2007), em
um estudo realizado em casos de GA infantil no Rio de Janeiro, Brasil, ndo observou
padrdo sazonal para o NoV na regido (Soares et al 2007). Por outro lado, Victoria e
colaboradores (2007) observaram uma maior prevaléncia das infeccdes pelo NoV nos
meses mais secos do ano em criangas hospitalizadas no Rio de Janeiro (Victoria et al
2007).

Para a caracterizagdo molecular (genotipagem) das amostras positivas para NoV
deste estudo, foi utilizado um protocolo de PCR baseado na amplificagdo do gene que
codifica para a proteina VP1 do capsideo viral (Regido D). Em apenas 25% (45/161)
das amostras positivas, 0 genogrupo pode ser identificado por esta metodologia. As 116
amostras restantes que ndo foram caracterizadas com este protocolo foram submetidas a
um protocolo de RT-PCR (regido B da ORF1 - RdRp) (Figura 7) com iniciadores
especificos para cada genogrupo. A utilizacdo de duas metodologias diferentes de RT-
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PCR para a caracterizagdo molecular permitiu a classificacdo de 50% (80/161) das

amostras positivas para NoV.

Esses resultados corroboram a proposta de Vinjé et al (2004) que descrevem
que a combinagdo de protocolos de RT-PCR para a regido B (deteccdo) e regido D
(genotipagem) constitui uma estratégia adequada para as investigacbes de
epidemiologia molecular dos NoVs (Vinje et al 2004). O GIlI foi o genogrupo
prevalente (57%;46/80), seguido pelo Gl (43%; 34/80).

A diversidade genética dos NoV ocorre devido ao acumulo de mutagdes
pontuais associadas as combinacdes genéticas relacionadas com a troca de sequéncias
entre NoV similares. Isto se deve a natureza da RNA polimerase dos virus de RNA de
ndo apresentar atividade proofreading na replicagdo do genoma. A baixa deteccdo de
genogrupos (regido D) poderia estar relacionada a nao hibridacdo das sequéncias das
estirpes e dos iniciadores utilizados, devido a mutacGes pontuais presentes, algo que é
comumente relatado para os NoVs, ou a presenca de novas variantes genotipicas
(Victoria et al 2007; Gomes et al 2008).

A regido B do genoma dos NoVs, por ser mais conservada, ndo apresenta
variabilidade suficiente para permitir a classificacdo correta dos diferentes gendétipos
(Fankhauser et al 2002) . Em decorréncia disso, 0 sequenciamento parcial do genoma
foi realizado em 28% (45/161) dos NoV positivos que foram classificados como Gl ou
Gll na RT-PCR para o gene que codifica para a proteina VP1 do capsideo viral (regido
D). Os gendtipos caracterizados foram: Gll.4 (18%), GIl1.17 (18%), GII.6 (14%), GII.7
(14%), G11.3 (10%), GIL.5 (3%), G11.8 (3%), GI1.16 (3%), GI.3 (14%) e G1.8 (3%).

A maior diversidade de gendtipos foi encontrada no més de janeiro do 2004,
com uma co-circulacdo de GI.3, Gll.4, GII.6 e GII.17. Genotipos menos frequentes
como os GI1.8, GI1.3 e G1.8 foram detectados nos meses de junho, setembro e outubro
no ano 2004, respectivamente, acompanhados pelos GI1.6 e Gl1.4 nos meses de julho e
novembro do mesmo ano. O ano 2005 apresentou uma diversidade de genotipos similar
ao do ano anterior, j& que houve co-circulacdo dos Gll.4, G1.3, G11.17 e GI1.6 nos meses
de janeiro e maio, fevereiro e dezembro, agosto e setembro, respectivamente, e
gendtipos menos comuns: GIL.5 em janeiro, GI1.8 em abril e a emergéncia do GII.17

nos meses de setembro e outubro do 2005.
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Vaérios estudos tém demonstrado que o genétipo Gll.4 sdo as causas mais
comuns dos surtos e casos de GA esporadicos no mundo (Bull et al 2010; Zheng et al
2010). Desde meados da decada de 1990, o gendtipo Gl1.4 tem sido responsavel por 70-
80% dos surtos de NoV ocorridos no mundo, principalmente devido a emergéncia de
trés variantes: Farmingtong Hills, Hunter e US95/96 (Bull et al 2006; Siebenga et al
2007).

Em 64% (29/45) das amostras paraguaias sequenciadas, o cromatograma
encontrava-se adequado para andlise pelo programa BLAST e foi possivel a
determinacdo dos gendtipos. Nas amostras restantes (36%; 16/45), a sequéncia ndo
estava adequada (N=13) para a analise ou a sequéncia estava adequada, porém néo foi
possivel se determinar o genotipo (N=3). Essas amostras foram denominadas GI/GlI
indefinidas. Destas amostras, 6 (38%) haviam sido amplificadas e caracterizadas como
Gll e 10 (62%) caracterizadas como Gl pela RT-PCR para o gene que codifica para a
proteina VP1 (regido D). A inviabilidade da correta caracterizacdo pelo sequenciamento
de 36% das amostras paraguaias detectadas pode ser explicada pelas variagdes na
sequéncia do genoma que ndo permitem a amplificacdo com os iniciadores utilizados.
Mais estudos deverdo ser realizados para elucidar este tema, levando a modificacdo na

metodologia utilizada, com o desenho de novos iniciadores.

Os resultados apresentados aqui corroboram os dados de estudos anteriores em
populacdes diferentes que confirmam a predominancia mundial do genotipo Gll.4
(Bereciartu et al 2002; Gallimore et al 2004b; Victoria et al 2007; Ferreira et al 2010;
Motomura et al 2010). Das amostras paraguaias genétipo Gll.4, uma do ano 2004 foi
agrupada com a variante Farmington Hills (AY502023), que tinha sido identificada no
ano 2002 nos Estados Unidos, e trés amostras dos anos 2004 e 2005 formaram um
grupo com a variante Hunter (DQ078794), identificada na Austrdlia no ano 2006,
demonstrando a circulacdo destas variantes no Paraguai. No entanto, analises
complementares serdo necessarias para se determinar, em nivel de aminoacidos, a
similaridade genética das variantes Gll.4 paraguaias com aquelas variantes circulantes

no mundo.

O gendtipo GII.17 foi inicialmente descrito nos Estados Unidos (Zintz et al

2005) e, posteriormente, na Argentina (Gomes et al 2008) e Nicaragua (Bucardo et al
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2008). Os genotipos GI1.6 teve a primeira descricdo no Brasil (Castilho et al 2006) e,
posteriormente, os dois genotipos (GI1.6 e 17) foram descritos em outros estados do
Brasil (Victoria et al 2007; Barreira et al 2010; Ferreira et al 2010).

Deve-se mencionar que a amostra fecal contendo o NoV de gendtipo GII.17
descrito na Argentina foi coletada em maio de 2005, proveniente de um surto ocorrido
em Florentino Ameghino, provincia de Buenos Aires, em crian¢as e adultos. Segundo
Gomes e colaboradores (2008), essa seria a primeira deteccdo deste genétipo na
Argentina e a segunda no mundo. O GII.17 descrito na Nicaragua foi proveniente de
uma amostra coletada em novembro de 2005 na cidade de Leon. A prevaléncia de 18%
(5/29) do gendtipo GI1.17 no Paraguai sugere que a circulacdo deste genétipo podera
estar sendo subestimada e que a circulacdo do mesmo na América do Sul é anterior a
aquela descrita na Argentina e na Nicardgua, pois as amostras paraguaias foram
coletadas em janeiro de 2004 e a meados de 2005 (Bucardo et al 2008; Gomes et al
2008).

O segundo gendtipo mais prevalente no mundo, o GII.3, foi descrito nos anos
1995 e 1996 em amostras provenientes de Mendonza, Argentina (Martinez et al 2002);
em criancgas assintomaticas de Vitdria, ES, Brasil nos anos 2003 e 2004 (Barreira et al
2010) e em criangas sintométicas no estado do Rio de Janeiro, Brasil, no ano 2005
(Ferreira et al 2010). As amostras paraguaias contendo o genétipo GI1.3 foram coletadas
nos meses de setembro e outubro de 2004, em criangas sintomaticas, sendo a
prevaléncia de 10% (3/29).

O gendtipo GII.7 foi detectado em quatro amostras coletadas no ano 2005 em
Assuncdo, Paraguai, que formaram um cluster independente. Deve-se ressaltar que as
amostras paraguaias mostraram-se distintas daquelas descritas no Brasil (Victoria et al
2009) e na Nicaragua (Bucardo et al 2008). Estudos serdo necessarios para determinar a

diferenca/semelhanca entre estas estirpes da América do Sul.

O genotipo GI1.8 foi descrito pela primeira vez no continente americano em
2003, em amostras de criancas assintomaticas do Brasil (Barreira et al 2010) e,
posteriormente, em 2005 no estado do Rio de Janeiro, Brasil (Victoria et al 2009). No

Paraguai, este gendtipo foi detectado em apenas uma amostra coletada em junho de
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2004, apresentando uma similaridade nucleotidica de 99% aquela descrita por Victoria
et al (2009).

O gendtipo GI1.16 foi descrito na Argentina em 1995 (Martinez et al 2002). As
amostras paraguaias deste gendtipo agruparam com uma amostra do ano 2005 de

Novosibirsk, Russia (GU292831), apresentando 96% de similaridade nucleotidica.

Considerando-se que os relatos de genétipos de NoV na América Latina séo
ainda restritos, neste estudo foi detectada a presenca do gendtipo GI1.5 sendo portanto, a
primeira descricdo deste gendtipo em casos de GA na América do Sul. A amostra foi
coletada em janeiro do ano 2005 e apresentou 95% similaridade nucleotidica com o
protétipo (AJ277607) coletado em Hillingdon, Reino Unido, no inicio da década de
1990.

O genotipo GI1.3 (14%; 4/29) foi o mais prevalente entre 0s gendtipos do
genogrupo | detectados. Esse genoétipo foi observado nos meses de janeiro de 2004 e
fevereiro e dezembro de 2005. E interessante notar que, apesar da amostra 17610/05 ter
sido identificada no mesmo més e ano que a 16859/05, a mesma encontra-se mais
relacionada com amostras brasileiras dos anos 2006 e 2007, junto com o protétipo
Desert Shield (U04469) que foi descrita em soldados americanos que participavam de

uma operacdo militar em Arabia Saudita na década de 1990 (Lew et al 1994).

Trés amostras argentinas coletadas nos anos 2004 e 2005 também foram
descritas como sendo semelhantes filogeneticamente ao grupo Desert Shield. Porém,
ndo puderam ser comparadas com a amostra paraguaia devido a auséncia de sequéncia
do gene que codifica para a proteina VP1 no GenBank (Gomes et al 2007; Gomes et al
2008). As amostras paraguaias 16422/04, 16859/05 e 17195/05, formaram um sub-
grupo Unico junto com o protdtipo Osaka (EF547393), detectada no Japdo no ano 2001.

Uma amostra coletada em outubro de 2004, de uma crianga com um ano de
idade, foi classificada como GI.8 e apresentou 98% de similaridade nucleotidica com a
amostra GU299761, descrita nos Estados Unidos no ano de 2008. Esta € a primeira

descricdo deste genotipo na America do Sul.
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Neste estudo estdo sendo descritos os primeiros relatos da presenca de NoVs em
casos de GA no Paraguai. A exemplo de outros relatos na America do Sul pode-se
observar que existe um grande espectro de genotipos circulantes na populacdo
paraguaia. Este estudo contribui ainda para um melhor entendimento dos genotipos de
NoVs circulantes na América do Sul e no mundo, permitindo uma melhor compreensao
da epidemiologia molecular deste virus, que podera contribuir para futuros estudos com

vacinas, em particular para os paises em desenvolvimento.
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7. CONCLUSOES

A prevaléncia de NoV em criancas paraguaias foi de 43% nas amostras

negativas para bactérias patogénicas e RV-A nos anos de 2004 e 2005.

A distribuicdo de NoV foi similar nas diferentes faixas etarias e género. Nao
foi observado um perfil sazonal definido para as infecgbes por NoV na

populacdo estudada.

A percentagem acumulada da distribuicdo etaria das infeccGes demonstrou

que 50% das infec¢des ocorreram em menores de dois anos de idade.

Os NoVs GII foram mais frequentes do que os NoVs Gl (58% vs. 42%,

respectivamente).

Os gendtipos Gll.4 (11%) e GII.17 (11%) foram os prevalentes no periodo

estudado.

Os gendtipos GII.5 e GI.8 estdo sendo descritos pela primeira vez na

América do Sul.

Os iniciadores Cap A-D (regido D) apresentam sensibilidade baixa na
determinacao dos genogrupos de NoV, nas amostras analisadas. Foi
necesario o uso combinado de mais de um protocolo de RT-PCR, visando a
amplificacdo de regides diferentes do genoma viral, para a correta
caracterizacdo molecular dos NoV.
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8. PERSPECTIVAS

Algumas amostras Gl e GIlI ndo puderam ter seus genoOtipos caracterizados.
Assim sendo, sera necessario o desenvolvimento de novos protocolos moleculares e o
desenho de novos iniciadores para a genotipagem das amostras que ndo puderam ser
classificadas em gendtipos, para a amplificacdo parcial ou total do gene que codifica
para a proteina VP1 do capsideo, permitindo a genotipagem por sequenciamento.

Sera importante também a investigacdo de eventuais recombinantes. Para tanto,

sera necessario a amplificacdo completa das ORF2 e 3.
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