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RESUMO

A doenca diarréica aguda, ou gastroenterite aguda, representa um grande problema
de saude publica no mundo, afetando mais de 1 bilh&o de criangas e adultos a cada
ano. A mortalidade associada a essa sindrome é estimada em 6 milhdes de casos
por ano. A etiologia das gastroenterites € bastante diversa, incluindo bactérias,
parasitas e virus. Os patdgenos virais sdo 0s agentes mais comumente associados
a essa patologia. Dentre os agentes virais, destacam-se os norovirus, considerados
atualmente, os principais agentes causais de epidemias de gastroenterites virais no
mundo. O género Norovirus é constituido por 5 genogrupos (Gl, GlI, Glll, GIV e GV),
sendo o Gll o que apresenta maior prevaléncia em humanos. Dentro deste
genogrupo, destaca-se o gendtipo 4 (GlI/4), por ser o principal causador de
gastroenterites em humanos. Recentes trabalhos indicam novas variantes de Gll/4
disseminadas pelo mundo. Este trabalho teve como objetivo estudar a variagéo
génica de norovirus Gll que ocorreu no Distrito Federal no periodo entre 2006-2008.
Inicialmente, os isolados do DF foram detectados por meio de tiras
imunocromatograficas, utilizando um total de 182 amostras diarréicas cujos
resultados para a presenca de bactérias patogénicas, rotavirus e adenovirus foram
negativos. A regido N terminal do gene que codifica para a proteina do capsideo foi
amplificada por RT-PCR e sequenciada. A andlise filogenética dos 17 norovirus
isolados juntamente com sequéncias referéncias mostrou que 16 isolados
pertencem ao Gll/4 e um ao GII/3. Uma amostra de GlI/4 foi selecionada para
sequenciamento de aproximadamente metade do genoma a partir da regido 3. A
andlise filogenética do gene que codifica para o capsideo, de cerca de 1.5 kb,
indicou que a estirpe brasileira pertence ao subtipo “2004” ou variante Hunter. Os
dados mostraram a utilidade da tira imunocromatografica para deteccdo dos
norovirus e genétipo dos 17 isolados no Distrito Federal. Para subtipagem, mais
estudos sdo necessérios para elucidar a minuciosa circulacdo de NoV GllI/4 no Brasil
em relagdo com a disseminacgéao global.

Palavras Chaves: Gastroenterite aguda, Gll/4, capsideo,VP1.



ABSTRACT

Acute diarrhea or acute gastroenteritis is a major problem in public health worldwide,
affecting more than 1 billion of children and adults per year. The mortality associated
with this syndrome is estimated to be 6 million cases a year. The etiology of
gastroenteritis is diverse including bacteria, parasites and virus. Viruses are the most
common casual agents for this syndrome. Among viruses, nowadays, norovirus is
considered the major causative pathogen of epidemics gastroenteritis in the world. A
Norwalk virus (Norovirus), the monotipic species of genus Norovirus consisted of 5
genotypes (Gl, GlI, GllIl, GIV and GV), and Gll is the most prevalent genotype in
humans. Within genogroup I, genotype 4 (GlI/4) is the major causative agent in the
world. Recent works showed that new variants of Gll/4 disseminate worldwide. This
study is aimed to moleculary-characterize the norovirus Gll isolated in the Federal
District during years from 2006 to 2008. At first, norovirus isolates were identified by
immunochromatografic strips using a total of 182 diarrheic samples which were
negative for bacteria, Rotavirus and Adenovirus. The capsid gene region of N-
terminal capsid protein was amplified by RT-PCR and sequenced. Phylogenetic
analysis of 17 norovirus isolates with reference sequences showed that 16 isolates
belonged to Gll/4 and one to GlI/3. One Gll/4 isolate was selected to be sequenced
almost half of its genome at 3’ region. Phylogenetic analysis of whole capsid gene of
1.5 kb showed that this Brazilian isolate belonged to subtype “2004” or Hunter
variant. Our results showed that the usefulness of immunochromatografic stripe for
norovirus detection and genotype of 17 noroviruses isolated in the Federal District.
For subtyping, futher study will be necessary to elucidate the detailed circulation of
norovirus GlI/4 in Brazil in relation to the global dissemination.

Keywords: Acute gastroenteritis, Gll/4, capsid, VP1



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Arvore filogenética baseada na sequéncia completa de aminoacidos do
gene que codifica para a proteina do capsideo dos norovirus. Genogrupos:
Gl, GlI, GlII, GIV e GV. Os numeros nas caixas indicam os genétipos (Zheng
€1 AL, 2006). ©uieeieiii i e 16

Figura 2 - Principais vias de transmissdo dos Norovirus (Adaptado de Moreno-
ESpIN0sa et al,, 2004). .....ooiiiiieiiii e e 17

Figura 3 - Fonte: Hardy, (2005); Donaldson et al., (2010). Organizacdo gendmica
dos norovirus na diregdo 5'—3'. VPg: proteina ligada ao genoma. ORF 1
codifica uma poliproteina que é clivada em seis proteinas n&o-estruturais:
p48, NTP, p22, VPG, 3C e RdRp. ORF 2 codifica a maior proteina estrutural
do capsideo (VP1). VP1 esta dividida em dois dominios: dominio S (amarelo)
e dominio P, que apresenta dois subdominios, P1 (azul) e P2 (vermelho). A
ORF 3 codifica a menor proteina estrutural do capsideo (VP2). Extremidade
poliadenilada Na regidio 3. ... 19

Figura 4 - Kit de imunocromatografia rapida (IP-Noro Immuno-Probe, Co. Ltd.)..... 23

Figura 5 - Resultado de tira de imunocromatografia com amostras fecais. (A):
Amostra ndo reagente. Visualizagdo da linha de controle para validacdo do
teste. (B): Amostra reagente para NoV GII/3 ou GllI/4 com linhas positivas de
CONErOlE € & NOFOVITUS. ....eiiiiiii ittt 23

Figura 6 - Percentual de amostras fecais positivas para detec¢do de Norovirus GlI/3
ou Gll/4 de um total de 182 amostras analisadas. .........cccccccereeiiiiiiiiiniiiinenn. 31

Figura 7 - Amostra representativa de norovirus: canaleta 1, produto de PCR (343
bp) observado em gel de eletroforese; 1Kb — padréo de peso molecular;
canaletas 2 a 5: amostras NA0 reagENTES.........ccccvvveeeiie i 32

Figura 8- Andlise filogenética das amostras de norovirus baseada na sequéncia de
nucleotideos da regido do capsideo. Os isolados do Distrito Federal,
denominados como BR-DF mais numeragdo, encontram-se indicados por
QUAAIO OU AQIUPAIMENTO. ....uvuerieeeeiiieaeeeeeaaaiiereeeeereeeeeee e e s e e s asennes e e eeeeeeeseeaes 34

Figura 9 - Andlise filogenética para subtipagem da amostra de Norovirus Gli/4
baseada na sequéncia de nucleotideos da ORF 2 (gene do capsideo). O
isolado BR-DF 17 est4 indicado no quadro em vermelho. Referéncias dos
subtipos retiradas do artigo publicado por Motomura et. al (2010) em ordem:
nome da referéncia, n°® de acesso e nome do subtipo. Referéncias dos
subtipos retiradas do artigo publicado por Pang et. al (2010) em ordem: nome
do subtipo e n° de acesso. As discrepancias entre os dois artigos encontram-
se marcadas nas cores azul @ amarelo. ..............eevveiiiiiiiiii i 35



aa
DDA

dNTP

DTT

ELISA
IPTG
LACEN-DF
LB

MAb

ME

MMLV
NTP

NoVs

ORF

PBS

PCR

pH

p20

p22

p48

g.s.p

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

aminoécidos

doenca diarréica aguda
desoxi-nucleotideo trifosfatado
dithiothreitol

enzyme-linked immunosorbent assay
Isopropil B-D-1-thiogalactopiranosidase
Laboratorio Central de Saude Publica do Distrito Federal
Luria Broth

anticorpo monoclonal

microscopia eletrénica

MoloneyMurine Leukemia Virus
proteina nucleosideo trifosfatase
norovirus

regido de leitura aberta

tampéo fostafo-salino

reagdo em cadeia da polimerase
potencial hidrogenidnico

proteina 20

proteina 22

proteina 48

quantidade suficiente para



RdRp
RNA
rpm
RT-PCR
SAP
SOC
Taq
TBE
VPg

3C

°C

mg
Mg
mL
ML
mM
uM
Kb
kDa

Kv

RNA polimerase RNA dependente

acido ribonucléico

rotacao por minuto

reagdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa
Shrimp Alkaline Phosphatase

Super Optimal broth with catabolite repression

Thermus aquaticus

Tris- Borato-EDTA

proteina ligada ao genoma

protease
grau Celsius
grama
miligrama
micrograma
mililitro
microlitro
milimolar
micromolar
kilobase
kilodalton
kilovolt

volt



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt e aeae e an e e, 14
1.1 GASIOBNIEITE ..ottt e e e e e e e e e e e e e 14
i © 1S3 (o 0V 1 (1 LSRR 15
1.2.1 ClaSSIfICAGAD .....uvueeeeieeeie et e e e 15
1.2.2 EpIdemiologial ........oeviiiiii e 17
1.2.3 Estrutura morfologica, genoma e proteinas virais ...........ccccceeeeevvvneenn. 18
1.2.4 DiagnOstico 1aboratorial ...........cc.ueeieiiiiiii e 20
2. OBJIETIVOS ..ottt ettt e e e e e e ete e et e e e e e e aaaaee 21
2.1 ODJELIVO GEIAI ...t e e 21
2.2.  ODbjetivos SPECITICOS .....cuuiiiiiiiiiie et e 21
3. MATERIAIS E METODOS ..ottt st sess s 22
3.1 SeleGA0 dAs AMOSIIAS .....evuuiieeiiieeiaiii ettt ie e e et eeeeeas 22
3.2 Teste de imunocromatografia rapida - IP NOIO .........ccceeveiiiiiiiiiiiiiiiee e 22
3.3  Suspensao fecal para extragdo de RNA .........cccuiiiiiiiiiiiiiiiee e 24
3.4 EXtrag8o de RNA VIl ....ccooiiiiiieeee e e 24
3.5 Reacéo de Transcrigdo reversa para obtencdo de cDNA ............cooeeciiviieen 25
3.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase para obtengdo do amplicon .................... 25
3.7  Analise dos amplicons por eletroforese em gel de agarose a 1,0% .............. 26
3.8  Sequenciamento parcial do genoma viral ............ccccuiiiiiiiiiiiieiin 26
3.9 Analise filogenética das SEQUENCIAS ...........cooreriiiiiiiiieeaeaiieee e 27

3.10 RT-PCR para sequenciamento da regido 3’ do genoma do NoV .................. 27



3.11 Adicdo de “A-overhang” em fragmentos de cDNA amplificados por PCR

................................................................................................................................... 28
3.12 Purificag8o dO DNA ... 28
3.13 Ligacao em vetor de clonagem pCR4A-TOPO .........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeenn 28
3.14  TransformaGao DacCteriana ..o 29

3.15 Extragdo de DNA plasmidial em pequena escala (Miniprep) e selegdo de

(0] (0] 3 =TS PO PPTPUPPPPRTPRN 29
3.16 Sequenciamento parcial do genoma (regido 3' do genoma) ..........cccceeeeeen... 29
3.17 Analise do estudo filogenético e subgenotipagem ...........ccccuveeeeiiniiiiieennnnne 30
R e IS U I N D 1 1 S 31
4.1 Teste de imunocromatografia rapida para deteccdo de NoV GlI3 e Gll4 ...... 31
4.2 ANALISE dE RT-PCR ....ueiiiiiiiiiiiie ettt et e e 32
4.3 Resultado da arvora filogenética (genotipagem e subgenotipagem) ............ 33
4.4  Arvore filogenética do is0lado BR-DF17 .......c.ccoeveveeeeeeeeeeeeee e eneenes 35
5. DISCUSSAD ..ottt ettt ettt ettt 36
B. CONCLUSOES ..ottt ettt ettt ettt e 39

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 40



14

1. INTRODUCAO

1.1 Gastroentite

A gastroenterite aguda, ou doenga diarréica aguda (DDA) € uma sindrome
cuja manifestacdo predominante é o aumento do nimero de evacuagdes, com fezes
aquosas ou de pouca consisténcia, podendo ser acompanhada de nausea, vomito,
febre e dor abdominal. Em alguns casos, ha presengca de muco e sangue nas fezes.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Esta sindrome € o maior problema de salde
publica no mundo, afetando mais de 700 milhdes de criancas menores de 5 anos a
cada ano (CASTILHO et al., 2006). De acordo com Morillo e colaboradores (2008),
h& uma estimativa de que mais de 1 bilhdo de criancas e adultos sejam acometidos
pela DDA anualmente, sendo a mortalidade associada as gastroenterites estimada
em 6 milhdes de casos por ano. A doencga figura como a terceira causa mais comum
de morbidade em criangas dos paises em desenvolvimento e € responséavel por
cerca de um ter¢co de todas as hospitalizagbes entre os menores de cinco anos
(PEREIRA; CABRAL, 2008). No Brasil, a doenca diarréica acomete principalmente a
populagdo residente nas periferias urbanas e nas areas rurais das regides Norte e
Nordeste (ORLANDI et al., 2001). De acordo com o Manual de Monitorizagéo das
Doencas Diarréicas Agudas (2002), mais de 600 mil interna¢des por ano ocorrem no
Brasil devido a doenca infecciosa intestinal, causando quase 8 mil mortes, o que
representa um importante prejuizo a saude da populacdo e uma perda econémica
significativa para o pais. No Distrito Federal, segundo Gomes e colaboradores.
(2005) em relatorio divulgado pela Secretaria do Estado de Saude do DF, a diarréia
aparece como a principal causa de 6bito entre as doengas infecciosas e parasitarias
em menores de 1 ano, entre 1999 e 2002. A etiologia das gastroenterites é bastante
diversa, incluindo bactérias, parasitas e virus (FERNANDEZ & GOMEZ, 2010). Os
patégenos virais sdo 0s agentes mais comumente associados a casos de
gastroenterites em comunidades e em outros setores, como hospitais e instituicbes

semifechadas (XAVIER, et.al, 2009). Os agentes etiologicos virais mais comumente
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associados a essas enfermidades sao os rotavirus, adenovirus, norovirus, sapovirus
e astrovirus (KHAMRIN et al., 2009; LOPMAN et al., 2003). Recentemente, 0s
norovirus (NoVs) tém sido considerados os principais agentes causais de epidemias
de gastroenterites virais em todos os grupos etérios (KITTIGUL et al., 2010), sendo
responsaveis por mais de 1,1 milh6es de hospitalizagbes e 218.000 mortes
infantis/ano nos paises em desenvolvimento (VICTORIA et al., 2009). Desde 2000
sdo relatadas epidemias de norovirus no mundo, como nos EUA (GREEN et al.,
2000), na Europa (SIEBENGA et al., 2007a), Australia (BULL et al., 2006) e Asia
(OZAWA et al. 2007).

1.2 Os Norovirus

1.2.1. Classificagao

Esses virus pertencem ao género Norovirus que, juntamente com o0s
géneros Sapovirus, Lagovirus e Vesivirus, formam a familia Caliciviridae (SIEBENGA
et al., 2007; GALLIMORE et al., 2004).

O género Norovirus, € formado por 5 genogrupos (Gl, Gll, Glll, GIV e GV),
sendo que GI, Gll e GIV estédo associados a gastroenterite humana, enquanto Glll e
GV estdo associados as infeccbes em bovinos e murinos, respectivamente. De
acordo com a andlise do sequenciamento completo de aminoacidos do gene que
codifica para a proteina do capsideo, os genogrupos contém um total de 29
gendtipos (8 em GI, 17 em Gll, 2 em GlIl, 1 em GIV e 1 em GV) (ZHENG et al.,
2006) (Figura 1).
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Figura 1 - Arvore filogenética baseada na sequéncia completa de aminoacidos do gene que codifica
para a proteina do capsideo dos norovirus. Genogrupos: Gl, Gll, Gll, GIV e GIV. Os nimeros nas
caixas indicam os genétipos (Zheng et al., 2006).
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1.2.2. Epidemiologia

A transmisséo dos NoVs ocorre por via fecal-oral, predominantemente através
da ingestdo de agua ou alimentos contaminados, por contato pessoa-pessoa e por
contato com aerossoéis e superficies contaminadas (MORENO-ESPINOSA et al.,
2004; CAMPOS et al., 2008) (Figura 2). Estado frequentemente associados a surtos
em hospitais, cruzeiros, escolas, universidades, residéncias e restaurantes e 0s
surtos causados por esse agentes espalham-se rapidamente causando um grande
impacto econdmico na sociedade devido aos gastos com medicamentos e
internacdes (BULL et al., 2010; TSENG et al., 2010). O controle da disseminacéo de
norovirus complica-se pela alta infectividade desses virus, que tém em média 18
particulas virais por dose infecciosa. Além disso, podem persistir no ambiente

durante semanas e é resistente a muitos desinfetantes (KIRKING et al., 2010).

Reservatério animal

Manipulador de alimentos
contaminado
Pessoa-pessoa

Val LW

Figura 2 - Principais vias de transmiss&o dos Norovirus (Adaptado de Moreno-Espinosa et al., 2004)
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Dentre os cinco genogrupos, o Gll € o que apresenta maior significancia
clinica, ja que apresenta maior prevaléncia em humanos, além de estar mais
frequentemente associado com epidemias quando comparado com outros
genogrupos. O NoV Gll/4 (genogrupo Il, gendtipo 4) é o principal causador de
gastroenterites em humanos, sendo responsével por 62% de todos os surtos de
norovirus no mundo (SIEBENGA et al., 2009, SIEBENGA et al., 2007). Tem sido
relatado como o gendtipo predominante ao longo das duas Ultimas décadas, estando
associado a epidemias nos anos de 1996, 2002, 2004, 2006 e 2008. Em cada ano,
pelo menos uma nova variante de GIl.4 foi identificada (ZHENG et al, 2010;
CANNON et al.,, 2009; PANG et al., 2010). A distribuigcdo global de distintas estirpes
de GIl.4 foi primeiramente identificada em 1995 e 1996 (NOEL et al., 1999). Entre
1997 e 2001, os NoVs apresentaram atividade moderada a baixa, sendo
responsaveis por aproximadamente 10 a 29 % de todos os surtos de gastroenterites
ocasionados pelo virus (CANNON et al., 2009). Ap6s 2002, variantes de Gll/4
emergiram rapidamente, causando epidemias a cada 1 ou 2 anos (SIEBENGA et al,
2007a; DONALDSON et al., 2008; LINDESMITH et al., 2008).

1.2.3. Estrutura morfolégica, genoma e proteinas virais

Os membros do género Norovirus sdo virus pequenos cujo didmetro varia
entre 27 a 40 nm. Apresenta formato arredondado, simetria icosaédrica e capsideo
ndo envelopado. (ATMAR & ESTES, 2001). O genoma dos norovirus € constituido
de RNA fita simples, linear, com polaridade positiva, poliadenilada na extremidade 3’
e de aproximadamente 7,5 kb de tamanho (Xl et al., 1990). Apresenta, na
extremidade 5’, uma proteina ligada covalentemente, denominada Proteina ligada ao
genoma (VPg), seguida de trés regides de leitura aberta (ORF). A ORF 1 codifica
uma poliproteina que € clivada pela protease viral em proteinas néo-estruturais
como a p48, NTPase, p20 (Gl) ou p22 (Gll), VPg; proteinase e RNA polimerase RNA
dependente (RpRd) (ALLEN et al, 2008; BELLIOT et al, 2005). ORF 2 e ORF 3
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codificam a maior (VP1) e menor (VP2) proteina estrutural do capsideo,
respectivamente (BERTOLOTTI-CIARLET et al., 2003) (Figura 3).

ORFI ORR2 ORF3
Wi p48 | NTP | p2 | WG [ 3C | RdRp HDominioS|P1| N = AAA,
5' Proteinas néo-estruturais M VR 3

Figura 3: Fonte: Hardy,(2005); Donaldson et al., (2010). Organizacdo gendmica dos norovirus na
direcdo 5'—3". VPg: proteina ligada ao genoma. ORF 1 codifica uma poliproteina que é clivada em
seis proteinas ndo-estruturais: p48, NTP, p22, VPG, 3C e RdRp. ORF 2 codifica a maior proteina
estrutural do capsideo (VP1). VP1 esta dividida em dois dominios: dominio S (amarelo) e dominio P,
gue apresenta dois subdominios, P1 (azul) e P2 (vermelho). A ORF 3 codifica a menor proteina
estrutural do capsideo (VP2). Extremidade poliadenilada na regido 3'.

A proteina VP1 é constituida de 530 a 555 aa, apresentando massa molecular
de aproximadamente 58 a 60 kDa (HARDY, 2005). Est4 organizada em dois
dominios principais: S e P. O dominio S forma a parte interna do capsideo que
envolve o genoma viral (GREEN, 2007; ATMAS & ESTES, 2001) e é constituido por
225 aminoécidos (aa) no extremo N-terminal, que contém elementos essenciais para
a formacdo do icosaedro. O dominio P, subdividido em dominios P1 e P2,
compreende os demais aa do extremo C-terminal. Este dominio interage em
contatos diméricos aumentando a estabilidade do capsideo e formando as
protrusdes no virion. O dominio P2, constituido por 127 aa, esté inserido no dominio
P1 e apresenta uma regido hipervaridvel com papel importante na unido ao receptor

celular e na imunogenicidade (HARDY, 2005).

A proteina VP2 é constituida de 208-268 aa, apresentando massa molecular
de aproximadamente 22 a 29 kDa. Exibe alta variabilidade na sequéncia entre
diferentes genétipos (HARDY, 2005).
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1.2.4. Diagnéstico laboratorial

Os norovirus foram detectados pela primeira vez através da microscopia
eletronica (ME) (KAPIKIAN et al., 1972). Esta metodologia apresenta limitacdo em
razdo da baixa sensibilidade, o que exige altas concentragdes de virus (10°- 10°
particulas/mL) para visualizagdo (KOOPMANS et al, 2002). Nesse contexto, a
reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa - RT-PCR - é o ensaio
diagnéstico mais eficaz na deteccdo viral, jA que é capaz de detectar até 100
particulas virais/mL, mesmo apds a resolu¢cdo da infeccdo aguda. Além disso,
permite a deteccdo viral em amostras fecais estocadas a 4°C durante meses ou a
-70°C por mais de 10 anos (ATMAS & ESTES, 2001; TATSUMI et al., 2002).

O imunoensaio € uma alternativa rapida e barata e de simples execucéo para
deteccdo de norovirus em amostras fecais. Contém no interior da fita-teste
anticorpos anti-norovirus (GlI/3 e Gll/4), sendo incapazes de detectar todos os
gendtipos de Gll. Embora seja menos sensivel que o RT-PCR, pode ser uma
ferramenta essencial para prevencao da disseminacao viral na populagdo em casos
de surtos (BULL et al., 2006; THONGPRACHUM, et al., 2010)

Tém-se utilizado diferentes iniciadores em distintas regides do genoma viral
para deteccdo de NoV, tais como a regido da RdRp, a regido da juncdo ORF1-ORF
2, além da regido N-terminal da proteina do capsideo (KOBAYASHI et al., 2000;
KAGEYAMA et al., 2004; GALLIMORE et al., 2004).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudar a variagdo génica de norovirus genogrupo Il que ocorreu no Distrito
Federal nos anos de 2006, 2007 e 2008.

2.2. Objetivos especificos

¢ Identificar norovirus genogrupo Il por teste rdpido de imunocromatografia-

IP Noro (Imuno Probe Co. Ltd., Japan);

e Amplificar por RT-PCR o DNA complementar (cDNA) das amostras de
norovirus genogrupo |l positivas no teste de imunocromatografia e
genotipar esses isolados por sequenciamento direto do produto de PCR ou

da clonagem molecular;

e Selecionar pelo menos 1 isolado e clonar cDNA do genoma a partir da
regido 3’ em vetor plasmidial para analisar subtipagem do Gll/4 e possivel

recombinagao do isolado.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Selecéao das amostras

Mediante aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Secretaria
de Estado de Saude do Distrito Federal, n° 093/09, foram selecionadas amostras
fecais coletadas entre os anos de 2006 e 2008 no Distrito Federal, que estavam
armazenadas no freezer a -80°C. Inicialmente, realizou-se uma triagem em que o
critério de excluséo utilizado foi a presenca de rotavirus e/ou bactérias patogénicas
detectados pelos métodos de ELISA e coprocultura, respectivamente, resultando
num total de 182 amostras selecionadas (Dessas, 80 foram coletadas em 2006, 86
em 2007 e 16 em 2008).

3.2. Teste de imunocromatografia rapida - IP Noro

O teste de imunocromatografia rapida (IP-Noro; Immuno-Probe, Co. Ltd.,
Saitama, Japé&o) é de simples execuc¢do e permite a rapida detec¢do de norovirus
Gll/3 e Gll/4 (Figura 4). A tira-teste é formada por uma membrana de nitrocelulose
com um anticorpo monoclonal anti-norovirus Gll/4 de ratos (MAb 14-1) conjugado
com coldide de ouro que apresenta reatividade cruzada com diversos outros
gendtipos. Apresenta uma linha teste com anticorpos policlonais contra NoV GlI/3 e
Gll/4 e uma linha controle com anticorpos anti-imunoglobulina de ratos (KHAMRIN et
al. 2008). A ligacdo do antigeno com o anticorpo anti-norovirus e a posterior ligacao
desse complexo com o conjugado permitem a deteccdo do virus por meio da
visualizagdo de uma linha violeta na fita reagente e outra linha reagente (fita
controle) indicando a validacdo da reacdo. A auséncia de norovirus pode ser

observada pelo surgimento de apenas 1 banda (fita controle) (Figura 5).
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Para deteccdo de norovirus GII/3 ou Gll/4, as amostras fecais foram
submetidas ao teste rapido, IP Noro, conforme instru¢bes do fabricante (Imuno
Probe Co. Ltd., Japan). Cada 0,1g de amostra fecal foi diluido em 1 mL de tampé&o
(Solution 1). A suspensao foi agitada em vortex, por 5 segundos, e centrifugada por
10 minutos. Em seguida, adicionou-se 40 pL de solucdo de pré-tratamento (Solution
2) em 160 pL do sobrenadante da suspensdo. A mistura foi homogeneizada em
vortex por 5 segundos e, em seguida, aplicada (100 yL) na tira-teste. Aguardou-se

15 minutos para leitura do resultado.

Figura 4 - Kit de imunocromatografia rapida (IP-Noro Immuno-Probe, Co. Ltd.)

Figura 5 - Resultado de tira de imunocromatografia com amostras fecais. (A): Amostra ndo reagente.
Visualizac&@o da linha de controle para validag@o do teste. (B): Amostra reagente para NoV GlI/3 ou
Gll/4 com linhas positivas de controle e de norovirus.
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3.3. Suspenséo fecal para extragdo de RNA

As amostras fecais armazenadas no freezer -80°C foram descongeladas e
diluidas a 20% em tampédo PBS, pH 7,4 (NaCl 8,0g; KCL 0,2g, Na,HPO, 12 H,0
2,89g; KH,PO4 0,2g e H,O destilada g.s.p 1000 mL, pH ajustado com HCL),
homogeneizadas em agitador de tubos Vortex e clarificadas por centrifugagdo a
12000 rpm por 15 minutos (PEREIRA et al., 1983).

3.4. Extracdo de RNA viral

O RNA total foi extraido com “Trizol LS reagent” (Invitrogen), conforme
recomendacgdes do fabricante. Estocou-se o material em freezer -20°C em solugéo

de etanol & 70% até o momento da reac&o de transcri¢cdo reversa.

3.5.Reacéo de Transcrigéo reversa para obtencédo de cDNA

A sintese do cDNA a partir do RNA extraido foi realizada utilizando-se primer
G2SKR (reverse; 5-CCR CCN GCA TRH CCR TTR TAC AT-3, nt 5401-5423) que

foi desenhado com base na regido N terminal do capsideo (KOJIMA et. al., 2002).

A mistura de reagentes para a transcrigéo reversa composta de 1 yL de dNTP
(Fermentas) 10 mM, 1 yL de primer G2SKR 50 uM e 6 pyL H;O livre de RNAse foi
adicionada a 5 yL de RNA extraido e incubada a 75°C, durante 5 minutos. Em
seguida, foi imediatamente colocada em banho de gelo e apds a adigao de 4 uL de
tampé&o 5x, 2 yL de DTT 0.1M e 1 yL de MMLV (200U/pL) (Invitrogen), foi incubada

a 37°C, por 1 hora. Estocou-se o produto em freezer -20°C até o momento da PCR.
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3.6.Reacdo em Cadeia da Polimerase para obtencéo do amplicon

Para a PCR foram adicionados 2 yL do produto da reagédo de transcriptase
reversa (cCDNA) a 23 pL da mistura de reagentes composta por 2,5 yL de tampéo
10X, 1,0 yL de MgCl, (50mM), 2,0 uL de dNTP 2,5 mM, 0,5 uL de primer (10uM)
G2SKEF (foward; 5’-CNT GGG AGG GCG ATC GCA A-3', nt 5058-5076), 0,5 yL de
primer (10uM) G2SKR (reverse; 5-CCR CCN GCA TRH CCR TTR TAC AT-3’, nt
5401-5423), 16,25 pL de H,O livre de RNAse e 0,25 yL de Tag DNA polymerase
(5U/L) (Invitrogen). A solucéo foi entdo colocada no termociclador a 80°C durante
30 segundos (hot start) e, posteriormente, submetida a uma etapa de desnaturagéo
a 94°C por 3 minutos. Em seguida foram realizados 35 ciclos de amplificagéo de
94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, seguida de

uma etapa final de elongagéo de 7 minutos.

3.7.Anélise dos amplicons por eletroforese em gel de agarose a 1,0%

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese (100V por 30
minutos) em gel de agarose a 1,0% (Invitrogen) em tampé&o TBE 0,5X (SAMBROOK
& RUSSELL, 2001). Cinco microlitros do produto da reagédo e 2 pyL do corante azul
de bromofenol foram aplicados em cada orificio do gel. Ap6s submerséo do gel por
20 minutos em solugdo de brometo de etidio 0,5 pg/mL, os amplicons foram

visualizados através do transiluminador de ultravioleta.
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3.8. Sequenciamento parcial do genoma viral

Os produtos da PCR submetidos ao sequenciamento foram inicialmente
purificados com a utilizagdo de duas enzimas - Exonuclease | (Fermentas) e Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP) (Fermentas) - seguindo o protocolo recomendado pelo
fabricante, com modificacdo. A primeira enzima tem por finalidade degradar o
excesso de DNA fita simples (primers) enquanto a outra retira nucleosideos
trifosfatos (ANTPs) que nédo foram incorporados durante a PCR. Foram adicionados
1 uL de Shrimp Alkaline Phosphatase e 0,5 yL de Exonuclease | aos 6 pL da
solugcéo de PCR. A solucéo foi incubada a 37°C por 15 minutos e, em seguida,
incubada a 85°C por mais 15 minutos para desnaturar as enzimas.

Para sequenciamento dos produtos de PCR purificados foi utilizado o kit
comercial “Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied BioSystem, CA,
USA), 1,5 yL de primer G2SKF (2,0 uM) e quantidade necesséria de H,O milli-Q
para completar um total de 8 uL de reacéo.

Utilizou-se o sequenciador automético Applied BioSystem 377 para obtengéo

dos eletrocromatogramas.

3.9. Analise filogenética das sequéncias

Apo6s o alinhamento mudltiplo feito por Clustal W embutido no MEGA5 as
extremidade de alinhamento foram uniformizadas (trimming) e a arvore filogenética
foi construida a partir do algoritimo "Maximum likelihood”, baseada no modelo

“Tamura-Nei”, com 500 replicagdes de bootstrap, utilizando-se o software MEGA 5.
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3.10.RT-PCR para sequenciamento da regido 3' do genoma do NoV

Apos analise do sequenciamento, selecionou-se uma amostra de NoV Gll/4
para sequenciamento da regido 3’ do seu genoma. A reacéo de transcricéo reversa
para obtencdo do cDNA foi realizada a partir mistura de 10,0 uL de RNA extraido,
1,0 yL de primer oligo-dT50M4 (5-GTT TTC CCA GTC ACG ACT TAATTA A
(T)15) (50 uM) e 1,0 yL de dNTP (10 mM). Apds incubacédo da solugdo a 75°C, por
5 minutos, adicionou-se 4,0 yL de tampéo, 2,0 uL de DTT 0,1M, 1,0 uL de RNase
OUT (Invitrogen) e 1,0 yL de Superscript 11l (200U/uL) (Invitrogen) e incubou-se a
45°C por 1 hora. Em seguida a solugéo foi incubada a 75°C por 15 minutos e, apos
esse periodo, adicionou-se 1,0 uL de RNase H. Incubou-se a 37°C por 20 minutos.
Estocou-se o produto em freezer -20°C até o momento da PCR. Para a reagdo em
cadeia da polimerase, 1,0 yL do cDNA foi misturado a 5,0 pyL de tampao 5X, 4,0 pL
de dNTP (2,5 mM), 1,0 pL de primer M4(10pM 5’- GTT TTC CCA GTC ACG AC-3),
1,0 yL de primer Noro I13'For (5’- GGA AAA ACG ACT GCT GGA ACG G -3'), 12,0
uL de H2O livre de RNAse e 1,0 yL de Long Amp Tag DNA Polymerase (2,5U/uL)
(New England BioLabs). A solugéo foi entdo colocada no termociclador a 80°C
durante 60 segundos (hot start) e apos, submetida a uma etapa de desnaturacéo a
94°C por 2 minutos. Em seguida foram realizados 35 ciclos de amplificagdo de
94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 65°C por 4 minutos e 30 segundos,

seguida de uma etapa final de elongacgéo de 10 minutos a 65°C.

3.11. Adicao de “A-overhang” em fragmentos de cDNA amplificados por PCR

A enzima Long Amp DNA polymerase gera o fragmento de DNA com
extremidades “blunt end”. A enzima Taq DNA Polimerase possui a capacidade de
adicionar a regido 3' do genoma a Adenosina (A-overhang). Para poder clonar o
produto de PCR em vetor TA, 0,1 yL de Tag DNA Polimerase (Invitrogen) foram
adicionados a 25 pL da solugédo da PCR. A solucdo foi incubada a 72°C por 30
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minutos. Este tratamento é realizado quando se pretende clonar o inserto em vetor
plasmidial pPCR4-TOPO TA cloning Kit (Invitrogen).

3.12. Purificagdo do DNA

O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%. ApGs
submersédo do gel por 15 minutos em solugédo violeta cristal (0,1%), os fragmentos
de cDNA de tamanho esperado (c.a. 3.5kb) foram cortados, eluidos e purificados
com kit de purificagdo de DNA conforme recomendagdes do fabricante (illustra
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit).

3.13. Ligagcao em vetor de clonagem pCR4-TOPO

A ligacdo do inserto ao vetor de clonagem pCR4-TOPO (Invitrogen) foi

efetuado conforme protocolo do fabricante.

3.14. Transformacdao bacteriana

O produto da ligagao (2,0 pL) foi adicionado a 60 pyL de células competentes
E.coli DH5a previamente descongeladas. O choque foi realizado com eletroporador
“Bio-Rad Gene Pulser”, a uma voltagem de 1,8 kV. Em seguida, foram adicionados

800 pL de meio SOC e a mistura foi incubada a 37°C por 1 hora, sob agitacao.

Com auxilio de alga de Drigalski, 200 pyL da solugéo de células competentes

transformadas foram semeadas por disseminagdo em meio de cultura Luria Broth



29

(meio LB) solido, com 40 pyL de canamicina a 50 mg/mL e 20 yL de IPTG ( Isopropil

B-D-1-thiogalactopiranosidase) a 100 mg/mL, e incubados overnight, a 37°C.

3.15. Extracdo de DNA plasmidial em pequena escala (Miniprep) e selecédo de

clones

Foram selecionadas 6 colbnias para extracdo do DNA plasmidial, que foi
purificado utilizando-se o protocolo de miniprep, conforme protocolo estabelecido por
SAMBROOK & RUSSELL (2001).

3.16. Sequenciamento parcial do genoma (regido 3’ do genoma)

Para cada clone a ser sequenciado, foi preparado DNA plasmidial com kit
“illustra plasmidPrep Mini Spin” (GE Healthcare). O sequenciamento de clones

selecionados foi feito na empresa “Macrogen”, na Coréia do Sul.

3.17. A analise do estudo filogenético e subgenotipagem

A partir do resultado do sequenciamento da extremidade 3' do genoma do
NoV, foi feita uma analise filogenética com o objetivo de identificar a qual subgrupo
do Gll/4 a amostra pertence. Para tanto, buscou-se no banco de dados (GenBank,

NCBI) cepas de NoV GlI/4 utilizadas como referéncia em um trabalho realizado por
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Pang e colaboradores (2010) no Canada: AB303923 (1996), AJ004864 (1996),
EU078417 (2006b), EF126966 (2006b), AB445395 (2008b), AB303933 (2002),
AY502023 (2002), EF126963 (2006a), EF126964 (2006a), AY883096 (2004),
DQO078794 (2004), AB434770 (2008). Foram acrescentadas a essas referéncias
outras utilizadas em um trabalho publicado por Motomura e colaboradores (2010),
no Japdo: U07611 (GlI/1), AB067542 (GlI/3), X86557 (GlI/4), AB039776 (GlI/6 -
Saitama_U3/JP), AB067543 (GlI/8), AY237415 (GII/10), AB039775 (GlI/12
Saitama_U1/JP), AY587989 (2002/3 - B2S16/2002/UK), AB447448 (2004/2005
Sakai2/2006/JP), AB447432 (2006a -Aomoril/2006/JP), AB447446 (2006b
Aichi3/2006/JP), AB541319 (2007a - Osakal/2007/JP), AB541275 (2007b
Iwate5/2007/JP), AB541268 (2008a - Hokkaido5/2008/JP) e AB541266 (2008b
Hokkaido4/2008/JP).
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4. RESULTADOS

4.1. Teste de imunocromatografia rapida para deteccdo de NoV GlI/3 e GllI/4

No presente estudo, de um total de 182 amostras fecais submetidas ao teste
de imunocromatografia rapida, somente 17 apresentaram positividade para a
presenca de NoV GIlI (Figura 6). Das amostras positivas, 6 eram pertencentes a um
surto de gastroenterite ocorrido em uma creche do Distrito Federal, no ano de 2006.
Elas estdo indicadas na figura 7 com as referéncias: BR-DF02, BR-DF03, BR-DFO05,
BR-DFO07, BR-DF17 e BR-DF78. As outras 11 amostras eram pertencentes a casos

esporadicos de gastroenterites ocorridos durante os anos de 2006 e 2007.

Porcentagem de deteccéo

91%

@ % Amostras
positivas

m % Amostras
negativas

9%

Figura 6 - Percentual de amostras fecais positivas para detec¢ao de Norovirus Gll/3 ou GlI/4 de um
total de 182 amostras analisadas.
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4.2. Andlise de RT-PCR

As 17 amostras analisadas pelo teste de imunocromatografia rapida foram
identificadas como norovirus genogrupo Gll pela técnica de RT-PCR, utilizando-se o
par de primers G2SKF (foward; 5-CNT GGG AGG GCG ATC GCA A-3’, nt 5058-
5076) e G2SKR (reverse; 5-CCR CCN GCA TRH CCR TTR TAC AT-3’, nt 5401-
5423). O produto de DNA de uma amostra, obtido pela amplificacdo da regido N

terminal do capsideo ( 343 pares de bases), pode ser visualizado na figura 7.

1 Kb 1 2 3 4 5

3M3bp —— »

Figura 7 - Amostra representativa de norovirus: canaleta 1, produto de PCR (343 bp) observado em
gel de eletroforese; 1Kb — padrédo de peso molecular; canaletas 2 a 5: amostras nao reagentes.
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4.3 Resultado da arvore filogenética (genotipagem e subgenotipagem)

A partir do sequenciamento da regido parcial do gene do capsideo, verificou-
se que todas as amostras isoladas pertencem ao genogrupo ll. A analise filogenética
destas amostras juntamente com os prototipos de Norovirus disponiveis no
GenBank identificou apenas uma amostra como pertencente ao genétipo 3 (GllI/3) e

16 pertencentes ao genadtipo 4 (Gll/4), como mostra a figura 7.

A referéncia BR-DF10 representa a Unica amostra de norovirus genétipo 3
encontrada no Distrito Federal, durante os anos de 2006 e 2008 pelo presente

estudo.

Ja as referéncias dos isolados do Distrito Federal pertencente ao genétipo 4
estdo indicadas na arvore filogenética como: BR-DF01, BR-DF02, BR-DF03, BR-
DFO05, BR-DF07, BR-DF17, BR-DF21, BR-DF50, BR-DF59, BR-DF65, BR-DF66, BR-
DF67, BR-DF70, BR-DF77, BR-DF78, BR-DF79 e BR-DF80.

Das amostras supracitadas, seis pertencem a um mesmo surto de
gastroenterite ocorrido no Distrito Federal no ano de 2006: BR-DF02, BR-DF03, BR-
DF05, BR-DF07, BR-DF17 e BR-DF78. No entanto, de acordo com a figura 7,
verifica-se que eles estdo agrupados em dois diferentes clusters, o que sugere a
presenca de diferentes estirpes no local, seja pelo surgimento de novas variantes a

partir de mutagdes, ou seja, pela circulagéo de diversas estirpes simultaneamente.
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Figura 8 - Analise filogenética das amostras de norovirus baseada na sequéncia de nucleotideos da
regido do capsideo. Os isolados do Distrito Federal, denominados como BR-DF seguido de
numeracédo, encontram-se indicados por quadro ou agrupamento.
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4.4  Arvore filogenética do isolado BR-DF17

A partir do sequenciamento completo da ORF 2, foi feita a analise filogenética
do isolado BR-DF17, juntamente com os protétipos de norovirus disponiveis no
GenBank. Verificou-se que a amostra isolada apresenta maior similaridade com o

subgrupo “2004”, conforme figura 8.
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Figura 9 - Andlise filogenética para subtipagem da amostra de norovirus Gll/4 baseada na sequéncia
de nucleotideos da ORF 2 (gene do capsideo). O isolado BR-DF17 esta indicado no quadro em
vermelho. Referéncias dos subtipos retiradas do artigo publicado por Motomura et. al (2010) em
ordem da referéncia: n° de acesso e nome do subtipo. Referéncias dos subtipos retiradas do artigo
publicado por Pang et. al (2010) em ordem: nome do subtipo e n° de acesso. As discrepancias entre
os dois artigos encontram-se marcadas nas cores azul e amarelo.
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5. DISCUSSAO

Atualmente os norovirus tém sido reconhecidos como 0s agentes causais
mais comuns de surtos de gastroenterites no mundo (PANG et al., 2010). Sabe-se
gue os genogrupos Gl, Gll e GIV estéo relacionados com infecgcbes em humanos
(BULL et al., 2006; LE, et al., 2010) e o genogrupo mais significativo do ponto de
vista clinico € o Gll, j& que apresenta maior prevaléncia em humanos, além de estar
mais frequentemente associado a epidemias, sendo responsavel por surtos nos
Estados Unidos da América, Europa e Brasil. Dentre os isolados do genogrupo I, o
gendtipo 4 (Gll/4) merece atencdo especial, uma vez que é responséavel por
aproximadamente 62% dos surtos de NoV no mundo, além de ser o causador das
cinco maiores pandemias na Ultima década (BULL et al., 2010; CAMPOS et al.,
2008, WADL et al.,2010, OZAWA et al., 2007). No Brasil, estudos sobre detecc¢éo de
NoV GlI ja foram realizados na Regido Centro-Oeste (BORGES , 2006), S&do Paulo
(CASTILHO, 2006), Rio de Janeiro (GALLIMORE, 2004; SOARES, 2007;
FERREIRA, 2008), Manaus (MIAGOSTOVICH, 2008), Recife (NAKAGOMI, 2008),
Fortaleza (PARKS, 1999), Florianépolis (VICTORIA, 2009), Salvador (CAMPOS,
2008; XAVIER, 2009), entre outros.

A detecgéo precoce do agente causal em casos de surtos de gastroenterites
na comunidade é essencial para evitar a disseminacdo do virus, uma vez que
permite a tomada de medidas preventivas e tratamento adequado (KHAMRIN et al.,
2010). A deteccdo de norovirus a partir do imunoensaio é uma importante
ferramenta em casos de surtos, ja que permite um rapido diagndstico, a partir da
execucdo de protocolo simples, além de ndo requerer equipamentos sofisticados
(THONGPRACHUM et al., 2010). A utilizagdo do kit de imunocromatografia rapida
(IP-Noro; Immuno-Probe, Co. Ltd., Saitama, Japan) ndo detectou nenhum isolado de
norovirus em amostras fecais coletadas em 2008 e armazenadas a — 80°C. Em
contrapartida, em amostras coletadas nos anos de 2006 e 2007 foram identificados
17 isolados de NoV no Distrito Federal. Para confirmagdo dos resultados, as
amostras foram analisadas por RT-PCR, considerado o método padrdo para
identificacdo de norovirus. A partir do resultado do sequenciamento, verificou-se que

todas as amostras pertencem ao genogrupo I, confirmando o resultado da
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imunocromatografia e corroborando com o resultado de um estudo realizado por
Thongprachum e colaboradores (2010) que determinou uma sensibilidade de 74,2%,
especificidade de 99,5% e eficacia do imunoensaio de 96,1% quando comparado
com RT-PCR. Estudos anteriores realizados para validagdo do IP-Noro (Immuno-
Probe, Co. Ltd., Saitama, Jap&o) por Khamrin e colaboradores (2008) e Nuyen e
colaboradores (2007) apresentaram resultados semelhantes para sensibilidade,
especificidade e eficacia: 78,9% e 73,7%; 96,4% e 100% e 92,4% e 95,2%,
respectivamente. A partir da andlise dos resultados, verifica-se que, apesar do
imunoensaio apresentar sensibilidade menor em relagdo ao RT-PCR, ele pode ser
um método alternativo utilizado na triagem de norovirus em amostras fecais, em
casos de surtos de gastroenterites.

Dentre as 165 amostras negativas para norovirus Gll pelo teste de
imunocromatografia rapida, apenas 63 foram submetidas ao Multiplex PCR em outro
trabalho. Este método foi capaz de detectar 7 amostras positivas para NoV GlI,
indicando ser uma ferramenta diagndstica mais sensivel que o imunoensaio (dados
nao-mostrados) .

A analise filogenética das 17 amostras identificadas no Distrito Federal, a
partir do sequenciamento da regido N-terminal do capsideo, mostrou que apenas um
isolado pertence ao gendtipo 3 (GlI/3), enquanto o restante pertencente ao gendétipo
4 (Gll/4), o que confirma sua prevaléncia mundial. De acordo com Siebenga e
colaboradores (2009), desde a Ultima década, os norovirus Gll/4 tém sido os
principais agentes causais de gastroenterites nos EUA, Europa e Oceania, causando
entre 70% a 80% dos surtos, particularmente nos centros de saude. Durante 5 anos
de monitoramento dos surtos de norovirus na Europa (julho de 2001 até junho de
2006), Kroneman e colaboradores (2008) identificaram o gen6tipo 4 como o principal
causador de surtos de gastroenterites em 13 paises. Na Italia, por exemplo, um
estudo realizado por Ramirez e colaboradores (2009) identificou uma prevaléncia de
81,4% dos surtos causados por este genatipo.

O surgimento e disseminagdo de subtipos de GIll/4, com mdltiplas
substituicbes de aminoacidos na superficie do capsideo estdo frequentemente
associadas com grandes magnitudes de epidemias de norovirus, o que torna o
gendtipo 4 predominante no mundo (SIEBENGA et al., 2007 ). De acordo com Pang
e colaboradores (2010), os subtipos de Gll/4 sdo classificados internacionalmente
como novas variantes de GlI/4 1996, 2002, 2004, 2006a, 2006b, 2008a e 2008b.
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A partir da andlise filogenética, utilizando referéncias das cepas Gll/4 dos
trabalhos publicados por Motomura e colaboradores (2010) e Pang e colaboradores
(2010), observa-se que h& uma discrepancia entre as subtipagens apresentadas
pelos dois trabalhos supracitados (Figura 8). Verifica-se que ndo ha um consenso
para nomenclatura dos subtipos do ano de 2008 (2008a e 2008Db).

No presente estudo, a estirpe brasileira (BR-DF17) foi caracterizada como
pertencente & nova variante “2004”, a partir da analise filogenética representada na
figura 8. Esta nova variante foi isolada de uma amostra fecal coletada no ano de
2006, durante um surto de gastroenterite em uma creche no Distrito Federal. No
entanto, ndo € possivel afirmar que este isolado representa a populacdo de
norovirus do ano de 2006. Outros isolados devem ser classificados a nivel de
subtipo para que se faca um estudo mais aprofundado sobre a disseminacdo do

virus no Distrito Federal em relagdo ao mundo.
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6. CONCLUSOES

e O kit de imunocromatografia rapida- IP Noro (Imuno Probe Co. Ltd., Japan) foi
capaz de detectar NoVs GIlI/3 e GllI/4 isolados em amostras fecais armazenadas
em freezer -80°C. O teste € uma importante ferramenta no combate a
disseminagéo da gastroenterite, especialmente em casos de surtos, uma vez que
a deteccdo precoce do agente causal permite a implantagdo de medidas

preventivas e tratamento apropriado, evitando a disseminagao da doenga;

¢ Nos anos de 2006 e 2007, foram encontrados 17 isolados de norovirus genogrupo
Il (Gll) no Distrito Federal. Apenas um isolado pertence ao gendétipo 3 (GlI/3). O

restante pertence ao genétipo 4 (Gll/4);

e A amostra BR-DF 17, coletada em 2006, pertence ao subtipo 2004 de Gli/4. A
partir da caracterizagdo molecular de outros isolados, é possivel a realizagdo de

um estudo epidemioldgico das variantes de norovirus no Distrito Federal.
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