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RESUMO 

 

A doença diarréica aguda, ou gastroenterite aguda, representa um grande problema 
de saúde pública no mundo, afetando mais de 1 bilhão de crianças e adultos a cada 
ano. A mortalidade associada a essa síndrome é estimada em 6 milhões de casos 
por ano. A etiologia das gastroenterites é bastante diversa, incluindo bactérias, 
parasitas e vírus. Os patógenos virais são os agentes mais comumente associados 
a essa patologia. Dentre os agentes virais, destacam-se os norovírus, considerados 
atualmente, os principais agentes causais de epidemias de gastroenterites virais no 
mundo. O gênero Norovirus é constituído por 5 genogrupos (GI, GII, GIII, GIV e GV), 
sendo o GII o que apresenta maior prevalência em humanos. Dentro deste 
genogrupo, destaca-se o genótipo 4 (GII/4), por ser o principal causador de 
gastroenterites em humanos. Recentes trabalhos indicam novas variantes de GII/4 
disseminadas pelo mundo. Este trabalho teve como objetivo estudar a variação 
gênica de norovírus GII que ocorreu no Distrito Federal no período entre 2006-2008. 
Inicialmente, os isolados do DF foram detectados por meio de tiras 
imunocromatógráficas, utilizando um total de 182 amostras diarréicas cujos 
resultados para a presença de bactérias patogênicas, rotavírus e adenovírus foram 
negativos. A região N terminal do gene que codifica para a proteína do capsídeo foi 
amplificada por RT-PCR e seqüenciada. A análise filogenética dos 17 norovírus 
isolados juntamente com sequências referências mostrou que 16 isolados 
pertencem ao GII/4 e um ao GII/3. Uma amostra de GII/4 foi selecionada para 
sequenciamento de aproximadamente metade do genoma a partir da região 3’. A 
análise filogenética do gene que codifica para o capsídeo, 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 imunocromatográfica para detecção dos 
norovírus e genótipo dos 17 isolados no Distrito Federal. Para subtipagem, mais 
estudos são necessários para elucidar a minuciosa circulação de NoV GII/4 no Brasil 
em relação com a disseminação global. 

 

 

Palavras Chaves: Gastroenterite aguda, GII/4, capsídeo,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 (GI, GII, GIII, GIV and GV), and GII is the most prevalent genotype in 
humans. Within genogroup II, genotype 4 (GII/4) is the major causative agent in the 
world. Recent works showed that new variants of GII/4 disseminate worldwide. This 
study is aimed to moleculary-characterize the norovirus GII 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 GII/4 and one to GII/3. One GII/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 GII/4 in Brazil in relation to the global dissemination.  
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1. INTRODUÇÃO  

 

 

1.1 Gastroentite 

 

 

 A gastroenterite aguda, ou doença diarréica aguda (DDA) é uma síndrome 

cuja manifestação predominante é o aumento do número de evacuações, com fezes 

aquosas ou de pouca consistência, podendo ser acompanhada de náusea, vômito, 

febre e dor abdominal. Em alguns casos, há presença de muco e sangue nas fezes. 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009). Esta síndrome é o maior problema de saúde 

pública no mundo, afetando mais de 700 milhões de crianças menores de 5 anos a 

cada ano (CASTILHO et al., 2006). De acordo com Morillo e colaboradores (2008), 

há uma estimativa de que mais de 1 bilhão de crianças e adultos sejam acometidos 

pela DDA anualmente, sendo a mortalidade associada às gastroenterites estimada 

em 6 milhões de casos por ano. A doença figura como a terceira causa mais comum 

de morbidade em crianças dos países em desenvolvimento e é responsável por 

cerca de um terço de todas as hospitalizações entre os menores de cinco anos 

(PEREIRA; CABRAL, 2008). No Brasil, a doença diarréica acomete principalmente a 

população residente nas periferias urbanas e nas áreas rurais das regiões Norte e 

Nordeste (ORLANDI et al., 2001). De acordo com o Manual de Monitorização das 

Doenças Diarréicas Agudas (2002), mais de 600 mil internações por ano ocorrem no 

Brasil devido à doença infecciosa intestinal, causando quase 8 mil mortes, o que 

representa um importante prejuízo à saúde da população e uma perda econômica 

significativa para o país. No Distrito Federal, segundo Gomes e colaboradores. 

(2005) em relatório divulgado pela Secretaria do Estado de Saúde do DF, a diarréia 

aparece como a principal causa de óbito entre as doenças infecciosas e parasitárias 

em menores de 1 ano, entre 1999 e 2002. A etiologia das gastroenterites é bastante 

diversa, incluindo bactérias, parasitas e vírus (FERNÁNDEZ & GÓMEZ, 2010). Os 

patógenos virais são os agentes mais comumente associados a casos de 

gastroenterites em comunidades e em outros setores, como hospitais e instituições 

semifechadas (XAVIER, et.al, 2009). Os agentes etiológicos virais mais comumente 
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associados a essas enfermidades são os rotavírus, adenovírus, norovírus, sapovírus 

e astrovírus (KHAMRIN et al., 2009; LOPMAN et al., 2003). Recentemente, os 

norovírus (NoVs) têm sido considerados os principais agentes causais de epidemias 

de gastroenterites virais em todos os grupos etários (KITTIGUL et al., 2010), sendo 

responsáveis por mais de 1,1 milhões de hospitalizações e 218.000 mortes 

infantis/ano nos países em desenvolvimento (VICTORIA et al., 2009). Desde 2000 

são relatadas epidemias de norovírus no mundo, como nos EUA (GREEN et al., 

2000), na Europa (SIEBENGA et al., 2007a), Austrália (BULL et al., 2006) e Ásia 

(OZAWA et al. 2007).  

 

 

1.2 Os Norovírus 

 

 

1.2.1. Classificação 

 

 

 Esses vírus pertencem ao gênero Norovirus que, juntamente com os 

gêneros Sapovirus, Lagovirus e Vesivirus, formam a família Caliciviridae (SIEBENGA 

et al., 2007; GALLIMORE et al., 2004).  

O gênero Norovirus, é formado por 5 genogrupos (GI, GII, GIII, GIV e GV), 

sendo que GI, GII e GIV estão associados à gastroenterite humana, enquanto GIII e 

GV estão associados às infecções em bovinos e murinos, respectivamente. De 

acordo com a análise do seqüenciamento completo de aminoácidos do gene que 

codifica para a proteína do capsídeo, os genogrupos contém um total de 29 

genótipos (8 em GI, 17 em GII, 2 em GIII, 1 em GIV e 1 em GV) (ZHENG et al., 

2006) (Figura 1). 
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Figura 1 - Árvore filogenética baseada na sequência completa de aminoácidos do gene que codifica 

para a proteína do capsídeo dos norovírus. Genogrupos: GI, GII, GII, GIV e GIV. Os números nas 

caixas indicam os genótipos (Zheng et al., 2006). 
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1.2.2. Epidemiologia 

 

 

A transmissão dos NoVs ocorre por via fecal-oral, predominantemente através 

da ingestão de água ou alimentos contaminados, por contato pessoa-pessoa e por 

contato com aerossóis e superfícies contaminadas (MORENO-ESPINOSA et al., 

2004; CAMPOS et al., 2008) (Figura 2). Estão frequentemente associados a surtos 

em hospitais, cruzeiros, escolas, universidades, residências e restaurantes e os 

surtos causados por esse agentes espalham-se rapidamente causando um grande 

impacto econômico na sociedade devido aos gastos com medicamentos e 

internações (BULL et al., 2010; TSENG et al., 2010). O controle da disseminação de 

norovírus complica-se pela alta infectividade desses vírus, que têm em média 18 

partículas virais por dose infecciosa. Além disso, podem persistir no ambiente 

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

 

Figura 2 - Principais vias de transmissão dos Norovírus (Adaptado de Moreno-Espinosa et al., 2004) 
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Dentre os cinco genogrupos, o GII é o que apresenta maior significância 

clínica, já que apresenta maior prevalência em humanos, além de estar mais 

frequentemente associado com epidemias quando comparado com outros 

genogrupos. O NoV GII/4 (genogrupo II, genótipo 4) é o principal causador de 

gastroenterites em humanos, sendo responsável por 62% de todos os surtos de 

norovírus no mundo (SIEBENGA et al., 2009, SIEBENGA et al., 2007). Tem sido 

relatado como o genótipo predominante ao longo das duas últimas décadas, estando 

associado a epidemias nos anos de 1996, 2002, 2004, 2006 e 2008. Em cada ano, 

pelo menos uma nova variante de GII.4 foi identificada (ZHENG et al, 2010; 

CANNON et al., 2009; PANG et al., 2010). A distribuição global de distintas estirpes 

de GII.4 foi primeiramente identificada em 1995 e 1996 (NOEL et al., 1999). Entre 

1997 e 2001, os NoVs apresentaram atividade moderada a baixa, sendo 

responsáveis por aproximadamente 10 a 29 % de todos os surtos de gastroenterites 

ocasionados pelo vírus (CANNON et al., 2009). Após 2002, variantes de GII/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 morfológica, genoma e proteínas virais 

 

 

 Os membros do gênero Norovirus são vírus pequenos cujo diâmetro varia 

entre 27 a 40 nm. Apresenta formato arredondado, simetria icosaédrica e capsídeo 

não envelopado. (ATMAR & ESTES, 2001). O genoma dos norovírus é constituído 

de RNA fita simples, linear, com polaridade positiva, poliadenilada na extremidade 3’ 

e de aproximadamente 7,5 kb de tamanho (XI et al., 1990). Apresenta, na 

extremidade 5’, uma proteína ligada covalentemente, denominada Proteína ligada ao 

genoma (VPg), seguida de três regiões de leitura aberta (ORF). A ORF 1 codifica 

uma poliproteína que é clivada pela protease viral em proteínas não-estruturais 

como a p48, NTPase, p20 (GI) ou p22 (GII), 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) proteína estrutural do capsídeo, 

respectivamente (BERTOLOTTI-CIARLET et al., 2003) (Figura 3). 

 

 

 
 

Figura 3: Fonte: Hardy,(2005); Donaldson et al., (2010). Organização genômica dos norovírus na 
direção 5'→3'. VPg: proteína ligada ao genoma. ORF 1 codifica uma poliproteína que é clivada em 
seis proteínas não-estruturais: p48, NTP, p22, VPG, 3C e RdRp. ORF 2 codifica a maior proteína 
estrutural do capsídeo (VP1). VP1 está dividida em dois domínios: domínio S (amarelo) e domínio P, 
que apresenta dois subdomínios, P1 (azul) e P2 (vermelho). A ORF 3 codifica a menor proteína 
estrutural do capsídeo (VP2). Extremidade poliadenilada na região 3’. 
 

 

A proteína VP1 é constituída de 530 a 555 aa, apresentando massa molecular 

de aproximadamente 58 a 60 kDa (HARDY, 2005). Está organizada em dois 

domínios principais: S e P. O domínio S forma a parte interna do capsídeo que 

envolve o genoma viral (GREEN, 2007; ATMAS & ESTES, 2001) e é constituído por 

225 aminoácidos (aa) no extremo N-terminal, que contém elementos essenciais para 

a formação do icosaedro. O domínio P, subdividido em domínios P1 e P2, 

compreende os demais aa do extremo C-terminal. Este domínio interage em 

contatos diméricos aumentando a estabilidade do capsídeo e formando as 

protrusões no vírion. O domínio P2, constituído por 127 aa, está inserido no domínio 

P1 e apresenta uma região hipervariável com papel importante na união ao receptor 

celular e na imunogenicidade (HARDY, 2005). 

A proteína VP2 é constituída de 208-268 aa, apresentando massa molecular 

de aproximadamente 22 a 29 kDa. Exibe alta variabilidade na sequência entre 

diferentes genótipos (HARDY, 2005).  

 

 

 

 

 



20 
 

1.2.4. Diagnóstico laboratorial 

 

 

 Os norovírus foram detectados pela primeira vez através da microscopia 

eletrônica (ME) (KAPIKIAN et al., 1972). Esta metodologia apresenta limitação em 

razão da baixa sensibilidade, o que exige altas concentrações de vírus (105- 106 

partículas/mL) para visualização (KOOPMANS et al, 2002). Nesse contexto, a 

reação em cadeia da polimerase via transcriptase reversa - RT-PCR - é o ensaio 

diagnóstico mais eficaz na detecção viral, já que é capaz de detectar até 100 

partículas virais/mL, mesmo após a resolução da infecção aguda. Além disso, 

permite a detecção viral em amostras fecais estocadas a 4ºC durante meses ou a     

-70ºC por mais de 10 anos (ATMAS & ESTES, 2001; TATSUMI et al., 2002). 

 O imunoensaio é uma alternativa rápida e barata e de simples execução para 

detecção de norovírus em amostras fecais. Contém no interior da fita-teste 

anticorpos anti-norovírus (GII/3 e GII/4), sendo incapazes de detectar todos os 

genótipos de GII. Embora seja menos sensível que o RT-PCR, pode ser uma 

ferramenta essencial para prevenção da disseminação viral na população em casos 

de surtos (BULL et al., 2006; THONGPRACHUM, et al., 2010) 

 Têm-se utilizado diferentes iniciadores em distintas regiões do genoma viral 

para detecção de NoV, tais como a região da RdRp, a região da junção ORF1-ORF 

2, além da região N-terminal da proteína do capsídeo (KOBAYASHI et al., 2000; 

KAGEYAMA et al., 2004; GALLIMORE et al., 2004). 
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2.  OBJETIVOS  

 

 

2.1. Objetivo geral  

 

 

Estudar a variação gênica de norovírus genogrupo II que ocorreu no Distrito 

Federal nos anos de 2006, 2007 e 2008. 

 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 

 Identificar norovírus genogrupo II por teste rápido de imunocromatografia-

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

 Amplificar por RT-PCR o DNA complementar (cDNA) das amostras de 

norovírus genogrupo II positivas no teste de imunocromatografia e 

genotipar esses isolados por sequenciamento direto do produto de PCR ou 

da clonagem molecular; 

 Selecionar pelo menos 1 isolado e clonar cDNA do genoma a partir da 

região 3’ em vetor plasmidial para analisar subtipagem do GII/4 e possível 

recombinação do isolado. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1. Seleção das amostras 

 

 

Mediante aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Secretaria 

de Estado de Saúde do Distrito Federal, nº 093/09, foram selecionadas amostras 

fecais coletadas entre os anos de 2006 e 2008 no Distrito Federal, que estavam 

armazenadas no freezer a -80ºC. Inicialmente, realizou-se uma triagem em que o 

critério de exclusão utilizado foi a presença de rotavírus e/ou bactérias patogênicas 

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 rápida - IP Noro 

 

 

O teste de imunocromatografia rápida (IP-Noro; Immuno-Probe, Co. Ltd., 

Saitama, Japão) é de simples execução e permite a rápida detecção de norovírus 

GII/3 e GII/4 (Figura 4). A tira-teste é formada por uma membrana de nitrocelulose 

com um anticorpo monoclonal anti-norovírus GII/4 de ratos (MAb 14-1) conjugado 

com colóide de ouro que apresenta reatividade cruzada com diversos outros 

genótipos. Apresenta uma linha teste com anticorpos policlonais contra NoV GII/3 e 

GII/4 e uma linha controle com anticorpos anti-imunoglobulina de ratos (KHAMRIN et 

al. 2008). A ligação do antígeno com o anticorpo anti-norovírus e a posterior ligação 

desse complexo com o conjugado permitem a detecção do vírus por meio da 

visualização de uma linha violeta na fita reagente e outra linha reagente (fita 

controle) indicando a validação da reação. A ausência de norovírus pode ser 

observada pelo surgimento de apenas 1 banda (fita controle) (Figura 5). 
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Para detecção de norovírus GII/3 ou GII/4, as amostras fecais foram 

submetidas ao teste rápido, IP Noro, conforme instruções do fabricante (Imuno 

Probe Co. Ltd., Japan). Cada 0,1g de amostra fecal foi diluído em 1 mL de tampão 

(Solution 1). A suspensão foi agitada em vortex, por 5 segundos, e centrifugada por 

10 minutos. Em seguida, adicionou-se 40 µL de solução de pré-tratamento (Solution 

2) em 160 µL do sobrenadante da suspensão. A mistura foi homogeneizada em 

vortex por 5 segundos e, em seguida, aplicada (100 µL) na tira-teste. Aguardou-se 

15 minutos para leitura do resultado. 

 

 

 

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

 

 

 

   

Figura 5 - Resultado de tira de imunocromatografia com amostras fecais. (A): Amostra não reagente. 
Visualização da linha de controle para validação do teste. (B): Amostra reagente para NoV GII/3 ou 
GII/4 com linhas positivas de controle e de norovírus. 

 

B 

A 
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3.3.  Suspensão fecal para extração de RNA 

 

 

 As amostras fecais armazenadas no freezer -80ºC foram descongeladas e 

diluídas a 20% em tampão PBS, pH 7,4 (NaCl 8,0g; KCL 0,2g, Na2HPO4 12 H2O 

2,89g; KH2PO4 0,2g e H2O destilada q.s.p 1000 mL, pH ajustado com HCL), 

homogeneizadas em agitador de tubos Vortex e clarificadas por centrifugação a 

12000 rpm por 15 minutos (PEREIRA et al., 1983). 

 

 

3.4.  Extração de RNA viral 

 

 

 O RNA total foi extraído com “Trizol LS reagent” (Invitrogen), conforme 

recomendações do fabricante. Estocou-se o material em freezer -20ºC em solução 

de etanol à 70% até o momento da reação de transcrição reversa. 

 

 

3.5. Reação de Transcrição reversa para obtenção de cDNA 

 

 

 A síntese do cDNA a partir do RNA extraído 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 região N terminal do capsídeo (KOJIMA et. al., 2002). 

 A mistura de reagentes para a transcrição reversa composta de 1 µL de dNTP 

(Fermentas) 10 mM, 1 µL de primer G2SKR 50 µM e 6 µL H2O livre de RNAse foi 

adicionada a 5 µL de RNA extraído e  incubada a 75ºC, durante 5 minutos. Em 

seguida, foi imediatamente colocada em banho de gelo e após a adição de 4 µL de 

tampão 5x, 2 µL de DTT 0.1M e 1 µL de MMLV (200U/µL)  (Invitrogen), foi incubada 

a 37ºC, por 1 hora. Estocou-se o produto em freezer -20ºC até o momento da PCR. 
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3.6. Reação em Cadeia da Polimerase para obtenção do amplicon 

 

 

 Para a PCR foram adicionados 2 µL do produto da reação de transcriptase 

reversa (cDNA) a 23 µL da mistura de reagentes composta por 2,5 µL de tampão 

10X, 1,0 µL de MgCl2 (50mM), 2,0 µL de dNTP 2,5 mM,  0,5 µL de primer (10µM) 

G2SKF (foward; 5’-CNT GGG AGG GCG ATC GCA A-3’, nt 5058-5076), 0,5 µL de 

primer (10µM) G2SKR (reverse; 5’-CCR CCN GCA TRH CCR TTR TAC AT-3’, nt 

5401-5423), 16,25 µL de H2O livre de RNAse e 0,25 µL  de Taq DNA polymerase 

(5U/L) (Invitrogen). A solução foi então colocada no termociclador a 80ºC durante 

30 segundos (hot start) e, posteriormente, submetida a uma etapa de desnaturação 

a 94ºC por 3 minutos. Em seguida foram realizados 35 ciclos de amplificação de 

94ºC por 30 segundos, 55ºC por 30 segundos e 72ºC por 1 minuto, seguida de 

uma etapa final de elongação de 7 minutos. 
 

 

3.7. Análise 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 tampão TBE 0,5X (SAMBROOK 

& RUSSELL, 2001). Cinco microlitros do produto da reação e 2 µL do corante azul 

de bromofenol foram aplicados em cada orifício do gel. Após submersão do gel por 

20 minutos em solução de brometo de etídio 0,5 µg/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 utilização de duas enzimas - Exonuclease I (Fermentas) e Shrimp 

Alkaline Phosphatase (SAP) (Fermentas) - seguindo o protocolo recomendado pelo 

fabricante, com modificação. A primeira enzima tem por finalidade degradar o 

excesso de DNA fita simples (primers) enquanto a outra retira nucleosídeos 

trifosfatos (dNTPs) que não foram incorporados durante a PCR. Foram adicionados 

1 µL de Shrimp Alkaline Phosphatase e 0,5 µL de Exonuclease I aos 6 µL da 

solução de PCR. A solução foi incubada a 37ºC por 15 minutos e, em seguida, 

incubada a 85ºC 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 µL de primer G2SKF (2,0 µM) e quantidade necessária de H2O milli-Q 

para completar um total de 8 µL de reação. 

 Utilizou-se o sequenciador automático Applied BioSystem 377 para obtenção 

dos eletrocromatogramas. 

 

 

3.9. Análise filogenética das sequências 
 

 

 Após o alinhamento múltiplo feito por Clustal W embutido no MEGA5 as 

extremidade de alinhamento foram uniformizadas (trimming) e a árvore filogenética 

foi construída a partir do algorítimo ”Maximum likelihood”, baseada no modelo 

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

 

 

 Após análise do sequenciamento, selecionou-se uma amostra de NoV GII/4 

para sequenciamento da região 3’ do seu genoma. A reação de transcrição reversa 

para obtenção do cDNA foi realizada a partir mistura de 10,0 µL de RNA extraído, 

1,0 µL de primer oligo-dT50M4 (5’-GTT TTC CCA GTC ACG ACT TAA TTA A 

(T)15) (50 µM) e 1,0 µL de  dNTP (10 mM). Após incubação da solução a 75ºC, por 

5 minutos, adicionou-se 4,0 µL de tampão, 2,0 µL de DTT 0,1M, 1,0 µL de RNase 

OUT (Invitrogen) e 1,0 µL de Superscript III (200U/µL) (Invitrogen) e incubou-se a 

45ºC por 1 hora. Em seguida a solução foi incubada a 75ºC por 15 minutos e, após 

esse período, adicionou-se 1,0 µL de RNase H. Incubou-se a 37ºC por 20 minutos. 

Estocou-se o produto em freezer -20ºC até o momento da PCR. Para a reação em 

cadeia da polimerase, 1,0 µL do cDNA foi misturado a 5,0 µL de tampão 5X, 4,0 µL 

de dNTP (2,5 mM), 1,0 µL de primer M4(10µM 5’- GTT TTC CCA GTC ACG AC-3’), 

1,0 µL de primer Noro II3’For (5’- GGA AAA ACG ACT GCT GGA ACG G -3’), 12,0 

µL de H2O livre de RNAse e 1,0 µL de Long Amp Taq DNA Polymerase (2,5U/µL) 

(New England BioLabs). A solução foi então colocada no termociclador a 80ºC 

durante 60 segundos (hot start) e após, submetida a uma etapa de desnaturação a 

94ºC por 2 minutos. Em seguida foram realizados 35 ciclos de amplificação de 

94ºC por 30 segundos, 55ºC por 30 segundos e 65ºC por 4 minutos e 30 segundos, 

seguida de uma etapa final de elongação de 10 minutos a 65ºC. 

 

 

3.11. Adição 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 à região 3’ do genoma a Adenosina (A-overhang). Para poder clonar o 

produto de PCR em vetor TA, 0,1 µL de Taq DNA Polimerase (Invitrogen) foram 

adicionados a 25 µL da solução da PCR. A solução foi incubada a 72ºC por 30 
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minutos. Este tratamento é realizado quando se pretende clonar o inserto em vetor 

plasmidial pCR4-TOPO TA cloning Kit (Invitrogen). 

 

 

3.12. Purificação do DNA 

 

 

 O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%. Após 

submersão do gel por 15 minutos em solução violeta cristal (0,1%), os fragmentos 

de cDNA de tamanho esperado (c.a. 3.5kb)  foram cortados, eluídos e purificados 

com kit de purificação de DNA conforme recomendações do fabricante (illustra 

GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit). 

 
 

3.13. Ligação em vetor de clonagem pCR4-TOPO 

 

 

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

efetuado conforme protocolo do fabricante. 

 

 

3.14. Transformação bacteriana 

 

 

 O produto da ligação (2,0 µL) foi adicionado a 60 µL de células competentes 

E.coli DH5α previamente descongeladas. O choque foi realizado com eletroporador 

“Bio-Rad Gene Pulser”, a uma voltagem de 1,8 kV. Em seguida, foram adicionados 

800 µL de meio SOC e a mistura foi incubada a 37ºC por 1 hora, sob agitação.  

 Com auxílio de alça de Drigalski, 200 µL da solução de células competentes 

transformadas foram semeadas por disseminação em meio de cultura Luria Broth 
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(meio LB) sólido, com 40 µL de canamicina a 50 mg/mL e 20 µL de IPTG ( Isopropil 

β-D-1-thiogalactopiranosidase) a 100 mg/mL, e incubados  overnight, a 37ºC. 

 

 

3.15. Extração de DNA plasmidial em pequena escala (Miniprep) e seleção de 

clones 

 

 

Foram selecionadas 6 colônias para extração 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 (região 3’ do genoma) 

 

 

 Para cada clone a ser seqüenciado, 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 análise do estudo filogenético e subgenotipagem 

 

 

 A partir do resultado do sequenciamento da extremidade 3’ do genoma do 

NoV, foi feita uma análise filogenética com o objetivo de identificar a qual subgrupo 

do GII/4 a amostra pertence. Para tanto, buscou-se no banco de dados (GenBank, 

NCBI) cepas de NoV GII/4 utilizadas como referência em um trabalho realizado por 
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Pang e colaboradores (2010) no Canadá: AB303923 (1996), AJ004864 (1996), 

EU078417 (2006b), EF126966 (2006b), AB445395 (2008b), AB303933 (2002), 

AY502023 (2002), EF126963 (2006a), EF126964 (2006a), AY883096 (2004), 

DQ078794 (2004), AB434770 (2008). Foram acrescentadas a essas referências 

outras utilizadas em um trabalho publicado por Motomura e colaboradores (2010), 

no Japão: U07611 (GII/1), AB067542 (GII/3), X86557 (GII/4), AB039776 (GII/6 -

Saitama_U3/JP), AB067543 (GII/8), AY237415 (GII/10), AB039775 (GII/12 - 

Saitama_U1/JP),  AY587989 (2002/3 - B2S16/2002/UK), AB447448  (2004/2005  - 

Sakai2/2006/JP), AB447432 (2006a -Aomori1/2006/JP), AB447446 (2006b -

Aichi3/2006/JP), AB541319 (2007a - Osaka1/2007/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 rápida para detecção de NoV GII/3 e GII/4  

 

 

No presente estudo, de um total de 182 amostras fecais submetidas ao teste 

de imunocromatografia rápida, somente 17 apresentaram positividade para a 

presença de NoV GII (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 estão indicadas na figura 7 com as referências: BR-DF02, BR-DF03, BR-DF05, 

BR-DF07, BR-DF17 e BR-DF78. As outras 11 amostras eram pertencentes a casos 

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

 

Porcentagem de detecção

9%

91%

% Amostras
positivas
% Amostras
negativas

 

Figura 6 - Percentual de amostras fecais positivas para detecção de Norovírus GII/3 ou GII/4 de um 
total de 182 amostras analisadas. 
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4.2. Análise de RT-PCR 

 

 

As 17 amostras analisadas pelo teste de imunocromatografia rápida foram 

identificadas como norovírus genogrupo GII 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 amplificação da região N 

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

 

 

 

Figura 7 - Amostra representativa de norovírus: canaleta 1, produto de PCR (343 bp) observado em 
gel de eletroforese; 1Kb – padrão de peso molecular; canaletas 2 a 5: amostras não reagentes. 

 

 

 

 

  

   1 Kb        1           2            3            4            5 

343 bp 
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4.3 Resultado da árvore filogenética (genotipagem e subgenotipagem) 

 

 

 A partir do sequenciamento da região parcial do gene do capsídeo, verificou-

se que todas as amostras isoladas pertencem ao genogrupo II. A análise filogenética 

destas amostras juntamente com os protótipos de Norovírus disponíveis no 

GenBank identificou apenas uma amostra como pertencente ao genótipo 3 (GII/3) e 

16 pertencentes ao genótipo 4 (GII/4), como mostra a figura 7. 

 A referência BR-DF10 representa a única amostra de norovírus genótipo 3 

encontrada no Distrito Federal, durante os anos de 2006 e 2008 pelo presente 

estudo. 

 Já as referências dos isolados do Distrito Federal pertencente ao genótipo 4 

estão indicadas na árvore filogenética como: BR-DF01, BR-DF02, BR-DF03, BR-

DF05, 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 estão agrupados em dois diferentes clusters, o que sugere a 

presença de diferentes estirpes no local, seja pelo surgimento de novas variantes a 

partir de mutações, ou seja, pela circulação de diversas estirpes simultaneamente. 
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BR-DF02
BR-DF59
BR-DF03
BR-DF05
BR-DF78
BR-DF80
BR-DF01
BR-DF70

DQ658413MD-2004 04
AY581254OxfordB5S22
AY502023FarmingtonHills
AY485642Langen1061

AB083781YURI32073
AY741811Dresden174

EU310927HoustonTCH186
BR-DF66
BR-DF50

DQ369797Guangzhou NVgz01
AB220921Chiba 041050

BR-DF67
BR-DF79
BR-DF07
BR-DF21

BR-DF77
BR-DF17

BR-DF65
AY502020CSG12002

GII 4 X86557Lordsdale
X76716Bristol GII 4

AF145896Camberwell
AY032605MD145 12

GII 13 AY130761M7
GII 8 AB067543SaitamaU25
AF195848Amsterdam GII 8

GII 7 AJ277608Leeds GII 7
GII 9 AY054299IdahoFalls
AY038599VA97207 GII 9

BR-DF10
AB365435TCH04 577

U02030Tronto GII 3
GII 3 AB067542SaitamaU201
AB039781SaitamaU18

DQ093067Alpha23
AF195847Alphatron

AB067539SaitamaU16
AB039779SaitamaU17

AJ277620Seacroft GII 6
GII 6 AB039776SaitamaU3
AB039777SaitamaU4
AB084071Gifu99

GII 11 AB112221SaitamaT29GII
AY502009 CSE1 GII 17

AB083780YURI AKITA
GII 16 AB112260SaitamaT53GII

AY113106 Fayettevil GII 13
GII 14 AB078334Kashiwa47

AB074893SwNoV Sw918 GII 11
AB126320Sw Swine43

AY823306 Sw OHQW170 GII 19
AY130762 J23 1999 US GII 15
EF630529 Hokkaido299

AY823304 Sw OHQW101 GII 18
GII 12 AB039775SaitamaU1

AB045603Gifu96
AJ277618Wortley GII 12

AB044366Hiroshima
GII 15 AB058582SaitamaKU80aGII
AY502010 Triffin 1999 US GII 16
AY772730Neustrelitz260
GII 1 U07611Hawaii GII 1

GII 2 X81879Melksham GII 2
DQ456824TokyoMK04

AY134748SnowMountain
DQ366347OsakaNI

GII 5 AJ277607Hillingdon GII 5
GII 10 AY237415Mc37
AF427118Erfurt GII 10
AF504671Vietnam026
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Figura 8 - Análise filogenética das amostras de norovírus baseada na sequência de nucleotídeos da 
região do capsídeo. Os isolados do Distrito Federal, denominados como BR-DF seguido de 
numeração, encontram-se indicados por quadro ou agrupamento. 
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4.4 Árvore filogenética do isolado BR-DF17 

 

 

 A partir do sequenciamento completo da ORF 2, foi feita a análise filogenética 

do isolado BR-DF17, juntamente com os protótipos de norovírus disponíveis no 

GenBank. Verificou-se que a amostra isolada apresenta maior similaridade com o 

subgrupo “2004”, conforme figura 8. 

 

Figura 9 - Análise filogenética para subtipagem da amostra de norovírus GII/4 baseada na sequência 
de nucleotídeos da ORF 2 (gene do capsídeo). O isolado BR-DF17 está indicado no quadro em 
vermelho. Referências dos subtipos retiradas do artigo publicado por Motomura et. al (2010) em 
ordem da referência: nº de acesso e nome do subtipo. Referências dos subtipos retiradas do artigo 
publicado por Pang et. al (2010) em ordem: nome do subtipo e nº de acesso. As discrepâncias entre 
os dois artigos encontram-se marcadas nas cores azul e amarelo. 
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5. DISCUSSÃO 
 

 

Atualmente os norovírus têm sido reconhecidos como os agentes causais 

mais comuns de surtos de gastroenterites no mundo (PANG et al., 2010). Sabe-se 

que os genogrupos GI, GII e GIV estão relacionados com infecções em humanos 

(BULL et al., 2006; LE, et al., 2010) e o genogrupo mais significativo do ponto de 

vista clínico é o GII, já que apresenta maior prevalência em humanos, além de estar 

mais frequentemente associado a epidemias, sendo responsável por surtos nos 

Estados Unidos da América, Europa e Brasil. Dentre os isolados do genogrupo II, o 

genótipo 4 (GII/4) merece atenção especial, uma vez que é responsável por 

aproximadamente 62% dos surtos de NoV no mundo, além de ser o causador das 

cinco maiores pandemias na última década (BULL et al., 2010; CAMPOS et al., 

2008, WADL et al.,2010, OZAWA et al., 2007). No Brasil, estudos sobre detecção de 

NoV GII já foram realizados na Região Centro-Oeste (BORGES , 2006), São Paulo 

(CASTILHO, 2006), Rio de Janeiro (GALLIMORE, 2004; SOARES, 2007; 

FERREIRA, 2008), Manaus (MIAGOSTOVICH, 2008), Recife (NAKAGOMI, 2008), 

Fortaleza (PARKS, 1999), Florianópolis (VICTORIA, 2009), Salvador (CAMPOS, 

2008; XAVIER, 2009), entre outros.  

A detecção precoce do agente causal em casos de surtos de gastroenterites 

na comunidade é essencial para evitar a disseminação do vírus, uma vez que 

permite a tomada de medidas preventivas e tratamento adequado (KHAMRIN et al., 

2010). A detecção de norovírus a partir do imunoensaio é uma importante 

ferramenta em casos de surtos, já que permite um rápido diagnóstico, a partir da 

execução de protocolo simples, além de não requerer equipamentos sofisticados 

(THONGPRACHUM et al., 2010). A utilização do kit de imunocromatografia rápida 

(IP-Noro; Immuno-Probe, Co. Ltd., Saitama, Japan) não detectou nenhum isolado de 

norovírus em amostras fecais coletadas em 2008 e armazenadas a – 80ºC. Em 

contrapartida, em amostras coletadas nos anos de 2006 e 2007 foram identificados 

17 isolados de NoV no Distrito Federal. Para confirmação dos resultados, as 

amostras foram analisadas por RT-PCR, considerado o método padrão para 

identificação de norovírus. A partir do resultado do sequenciamento, verificou-se que 

todas as amostras pertencem ao genogrupo II, 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 eficácia do imunoensaio de 96,1% quando comparado 

com RT-PCR. Estudos anteriores realizados para validação do IP-Noro (Immuno-

Probe, Co. Ltd., Saitama, Japão) por Khamrin e colaboradores (2008) e Nuyen e 

colaboradores (2007) apresentaram resultados semelhantes para sensibilidade, 

especificidade e eficácia: 78,9% e 73,7%; 96,4% e 100% e 92,4% e 95,2%, 

respectivamente. A partir da análise dos resultados, verifica-se que, apesar do 

imunoensaio apresentar sensibilidade menor em relação ao RT-PCR, ele pode ser 

um método alternativo utilizado na triagem de norovírus em amostras fecais, em 

casos de surtos de gastroenterites. 

Dentre as 165 amostras negativas para norovírus GII pelo teste de 

imunocromatografia rápida, apenas 63 foram submetidas ao Multiplex PCR em outro 

trabalho. Este método foi capaz de detectar 7 amostras positivas para NoV GII, 

indicando ser uma ferramenta diagnóstica mais sensível que o imunoensaio (dados 

não-mostrados) . 

A análise filogenética das 17 amostras identificadas no Distrito Federal, a 

partir do sequenciamento da região N-terminal do capsídeo, mostrou que apenas um 

isolado pertence ao genótipo 3 (GII/3), enquanto o restante pertencente ao genótipo 

4 (GII/4), o que confirma sua prevalência mundial. De acordo com Siebenga e 

colaboradores (2009), desde a última década, os norovírus GII/4 têm sido os 

principais agentes causais de gastroenterites nos EUA, Europa e Oceania, causando 

entre 70% a 80% dos surtos, particularmente nos centros de saúde. Durante 5 anos 

de monitoramento dos surtos de norovírus na Europa (julho de 2001 até junho de 

2006), Kroneman e colaboradores (2008) identificaram o genótipo 4 como o principal 

causador de surtos de gastroenterites em 13 países. Na Itália, por exemplo, um 

estudo realizado por Ramirez e colaboradores (2009) identificou uma prevalência de 

81,4% dos surtos causados por este genótipo. 

O surgimento e disseminação de subtipos de GII/4, com múltiplas 

substituições de aminoácidos na superfície do capsídeo estão frequentemente 

associadas com grandes magnitudes de epidemias de norovírus, o que torna o 

genótipo 4 predominante no mundo (SIEBENGA et al., 2007 ). De acordo com Pang 

e colaboradores (2010), os subtipos de GII/4 são classificados internacionalmente 

como novas variantes de GII/4 1996, 2002, 2004, 2006a, 2006b, 2008a e 2008b. 
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A partir da análise filogenética, utilizando referências das cepas GII/4 dos 

trabalhos publicados por Motomura e colaboradores (2010) e Pang e colaboradores 

(2010), observa-se que há uma discrepância entre as subtipagens apresentadas 

pelos dois trabalhos supracitados (Figura 8). Verifica-se que não há um consenso 

para nomenclatura dos subtipos do ano de 2008 (2008a e 2008b). 

No presente estudo, a estirpe brasileira (BR-DF17) foi caracterizada como 

pertencente à nova variante “2004”, a partir da análise 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, não é possível afirmar que este isolado representa a população de 

norovírus do ano de 2006. Outros isolados devem ser classificados a nível de 

subtipo para que se faça um estudo mais aprofundado sobre a disseminação do 

vírus no Distrito Federal em relação ao mundo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 
 

6. CONCLUSÕES 
 

 

 O kit de imunocromatografia rápida- IP Noro (Imuno Probe Co. Ltd., Japan) foi 

capaz de detectar NoVs GII/3 e GII/4 isolados em amostras fecais armazenadas 

em freezer -80ºC. O teste é uma importante ferramenta no combate à 

disseminação da gastroenterite, especialmente em casos de surtos, uma vez que 

a detecção precoce do agente causal permite a implantação de medidas 

preventivas e tratamento apropriado, evitando a disseminação da doença; 

 Nos anos de 2006 e 2007, foram encontrados 17 isolados de norovírus genogrupo 

II (GII) no Distrito Federal. Apenas um isolado pertence ao genótipo 3 (GII/3). O 

restante pertence ao genótipo 4 (GII/4); 

 A amostra BR-DF 17, coletada em 2006, pertence ao subtipo 2004 de GII/4. A 

partir da caracterização molecular de outros isolados, é possível a realização de 

um estudo epidemiológico das variantes de norovírus no Distrito Federal. 
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