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PREAMBULO

Este documento de tese esta apresentado no formato de manuscritos,
contendo, além de uma breve introducéo, de revisdo de literatura e discussao,
0S seguintes anexos e item:

(i) uma publicacéo de artigo como primeira autora (Anexo 3) com a descricédo de
uma recombinante emergente de norovirus GII.P16-Gll.4 Sydney 2012 pela
primeira vez no Brasil;

(i) uma publicacédo de artigo como coautora (Anexo 4) com a descricdo de um
surto de gastroenterite causado pelo norovirus recombinante Gll.Pe-Gll.4
Sydney 2012, ocorrido em unidade intensiva heonatal e pediatrica de um hospital
da regido metropolitana de Vitoria, no mesmo ano de sua primeira descricdo no
mundo;

(i) um manuscrito a ser submetido para publicagdo com a descricdo de
variantes/recombinantes de norovirus detectados em trés periodos de coleta de
espécimes em nossa area geografica (2003-2004, 2007-2011 e 2017-2018)
(Anexo 5);

(iv) Dados Complementares (Iltem 4), nos quais estdo descritos resultados

obtidos e ainda nao registrados em manuscritos.



RESUMO

Norovirus humanos, pertencentes a trés genogrupos e mais de 30 genatipos,
sao a principal causa de gastroenterite esporadica e de surtos no mundo. Eles
sao caracterizados por uma significativa evolucao devida a eventos de mutacdes
e recombinacao, e geragao de variantes de disseminacao pandémica. O objetivo
deste estudo foi determinar a diversidade genética de norovirus em individuos
com gastroenterite em nossa area geografica. Trés grupos de amostras fazem
parte deste estudo: (i) espécimes fecais obtidos prospectivamente de criancas
com diarreia (n=307) coletadas entre outubro de 2014 e setembro de 2018; (ii)
espécimes positivos para norovirus (n=78) obtidos de criancas e adultos nos
periodos de fevereiro de 2003 a junho de 2004 e dezembro de 2007 a junho de
2011; e (iii) espécimes positivos para norovirus (n=2) associado a um surto de
gastroenterite em unidade hospitalar em 2012. A deteccdo dos norovirus foi
realizada RT-qPCR para regido de juncdo ORF1-ORF-2. Os genotipos foram
determinados pela analise filogenética de sequéncias parciais da polimerase e
do capsideo. Sequenciamento completo da proteina do capsideo (VP1) Gll.4
Sydney 2012 e quase completa da polimerase GII.P16 da nova recombinante
Gll.4 Sydney [P16] foram obtidos e realizada a andlise filogenética. Norovirus
foram detectados em 24.4% (75/307) dos espécimes do estudo prospectivo e a
analise filogenética (n=52) demonstrou o predominio da recombinante GIl.P16-
Gll.4 Sydney 2012 (n=27), descrita pela primeira vez no Brasil, seguida dos
gendtipos Gll.4 Sydney 2012[P31] (n= 10) e GII.17[P17] (n=5), além de sete
outros recombinantes em menor numero de casos (GIl.2[P16], GII.6[P7],
GIl.3[P16], GIl.4 Sydney 2012[PNA], GIl.1[Pg], Gll.4 Sydney 2012[P4 New
Orleans] e GI.7[P7]). Houve substituicbes de aminoacidos nas proteinas: (i)
polimerase GII.P16 de cepas que circularam em 2016 e 2017 em comparacao
com sequéncias pré-2015 (disponiveis no GenBank); e em (ii) VP1 de cepas
Gll.4 Sydney 2012 associadas com GII.P16 (2016 e 2018) em comparag¢ao com
aquelas associadas com GII.P31 antes de 2015. Foram detectadas diferentes
variantes Gll.4 em todos os periodos de coleta de amostras, coincidindo com a
circulagdo no mundo. A recombinante GlI.4 Sydney 2012[P31] foi a responsavel
pelo surto no hospital, ocorrido no mesmo ano de sua primeira descricdo no

mundo. Nosso estudo mostra a grande diversidade genética de norovirus



circulando em nossa area geografica e destaca o relato inédito da recombinante
emergente GlI.4 Sydney 2012[P16] no Brasil.



SUMARIO

L INTRODUGAO. ...t ees ettt s ettt ssa s snessenees 1
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt testee s es s sesassassasssessssasssssassaesasssssassasssnsanes 2
2.1 BreVE HISEOMCO ......eviuiiieieeieisieeteet ettt 2
2.2 ESHULUIAI VIF8L......eiiiiiiiiicice ettt 3
PGl O 1= TS | [ Tor= o= To TSR 6
W V(o] [V o= To TSR 8
2.5 PAOGgEBNESE. ...ttt bttt sttt ere 12
2.6 Epidemiologia e aspectos clinicos da iNfECCAOD.........ccevveveeecieiririseseeee e 14
2.7 VBCINA ...ttt b et b ettt b ettt b ettt b ettt 15
B OBUIETIVOS ...ttt et sttt et b e s bt e sbe e sat e st e e beenbeesbeesaeenane 17
3.1 ODJELVO GEIAL.....couiriiieieieeee ettt st eae 17
3.2 ODbjetivos ESPECITICOS......cciieeiiceceeceeeeee ettt s 17
4 DADOS COMPLEMENTARES ... .ottt s s 18
4.1 Caracterizagdo das amostras do estudo ProSPECtiVO .........ccceceverererierieriereeneeennens 18
ASPECLOS ELICOS UA PESUUISE ..ottt sen e sanes 19
4.1.2 Distribuicdo de amostras de fezes e casos de norovirus de acordo com
idade das criancas infectadas, local e més de coleta. ........cccocvvvvveveveneneneneceene, 19
Figura 6. Distribuicdo dos casos positivos de NoV de acordo com os meses de
COIBLAL ...t 20
4.1.3 Principais manifestagfes CliNICAS ........cccecveivirirereeeeesese e 21
4.1.4 Distribuicdo dos gendtipos de norovirus por més de coleta.........coccevvevenennee. 21
4.1.5 Quantificagc@o de RNA viral NAs fEZES.......cccocvvirirenereeeeeesese e 22

4.2 Andlise molecular da polimerase quase completa e do capsideo completo (VP1)

................................................................................................................................................. 23
4.2.1 Sequenciamento - Polimerase quase completa € VP1..........ccoovvveceveeeennen, 24
4.2.2 ANALISE FIlOGENETICA .....cueeueeeieiecieciesieeeeee ettt ae e 25
4.2.3 Andlise da variacdo de amiNOACIOS .........cccceeveiverierierieieeee e 28
4.2.3.1 Capsideo (VPL COMPIELA).......ccccevieeeieieeeeetesesteteeeee et 28
4.2.3.2 Polimerase quase COMPIETA .......coeeirieeeceeee et 29

5 DISCUSSAOD ....ouciemeeimeeeseeiseeeseessseess et s sssssess sttt 30
B CONCLUSOES ...ouriimriimrireiiesiiessisessises i ssssssse sttt 36
7 REFERENCIAS ..ottt sttt 37

ANEXO Lot 56



ANEXO 2 ..ttt et b e r e e nenre e e 57
ANEXO 3. r e sre s 58
ANEXO 4 ... bbbt 59
ANEXO 5 ot ere s 60



1 INTRODUCAO

Os norovirus sao reconhecidos como a principal causa de gastroenterite
em individuos de todas as idades, responsaveis por aproximadamente 20% dos
casos de diarreia e 212.000 casos de morte no mundo, acometendo de forma
mais grave criancas, idosos e pacientes imunodeprimidos (Ahmed et al, 2014;
Pires et al, 2015; Nguyen et al, 2017).

Trata-se de virus pequenos, ndo envelopados e altamente infecciosos
(Teunis et al, 2008). O alto nimero de virions nas fezes e no vbmito, a alta
estabilidade no ambiente, resisténcia a desinfeccéo e baixa dose infecciosa séo
fatores que contribuem para a alta infecciosidade e rapida transmissao do virus.
Soma-se a estas caracteristicas o fato destes virus possuirem RNA como
genoma, caracterizado por uma rapida evolucdo por meio de mecanismos de
mutacéo e recombinacdo (Donaldson et al, 2010). Estes mecanismos garantem
a diversidade genética e a emergéncia de cepas variantes epidémicas ou
pandémicas, com adaptacdo ao hospedeiro, escape da resposta imunitaria, e
consequente sobrevivéncia na populacdo humana, além de impor um desafio ao

desenvolvimento de vacinas eficazes (Bull et al, 2007).

Trés dentre os dez genogrupos atualmente descritos para o género
Norovirus, baseando-se na andlise de sequéncia da principal proteina do
capsideo viral (VP1 — ORF2), infectam os seres humanos (Gl, Gll e GIV)
(Kroneman et al, 2013, Chhabra et al, 2019). Os genotipos virais sdo, por sua
vez, determinados baseando-se na sequéncia completa de VP1 e em sequéncia
parcial da polimerase (ORF1), gerando uma classificacdo binaria para estes
virus, primordial diante dos eventos frequentes de recombinacao.

A admiravel variedade de recombinantes que emergem rapidamente,
frequentemente envolvidas em surtos, salienta a importancia do monitoramento
cuidadoso do surgimento de novas cepas, que poderia facilitar a deteccéo

precoce daquelas com potencial pandémico.

Estudos moleculares sdo, portanto, importantes para o entendimento do
complexo processo de evolugéo destes virus e para o rastreio de disseminacao

de novas cepas com caracteristicas epidémicas ou pandémicas. Por fim, a



caracterizacdo molecular das cepas circulantes tem sua aplicabilidade

importante para o desenvolvimento de vacinas e de antivirais.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Breve Historico

Durante décadas pesquisadores tentaram encontrar um agente etiol6gico
para 0S surtos de gastroenterites agudas nao bacterianas, que eram
caracterizadas como doencas autolimitadas, com sintomas de diarreia, vomito e
dor abdominal. A possivel etiologia viral foi demonstrada entre 1945 e 1953 por
meio da inoculacdo de filtrados livres de bactérias em voluntarios, que
apresentaram os sintomas descritos anteriormente (Reimann et al, 1945; Gordon
et al, 1947; Jordan et al, 1953). No periodo de outubro a novembro de 1968
ocorreu um surto de gastroenterite huma escola na cidade de Norwalk, Ohio,
Estados Unidos, em que metade dos alunos e professores desenvolveu
gastroenterite e aproximadamente um terco dos familiares também adoeceram.
As tentativas iniciais de identificar o agente causador foram fracassadas, porém
amostras coletadas de pessoas doentes foram utilizadas como inéculos em
estudos experimentais no National Institute of Health (Dolin et al, 1971).
Finalmente, em 1972, Kapikian et al, por meio de microscopia eletronica,
identificaram particulas virais nas amostras de voluntérios infectados com o
in6culo de amostras do surto de Norwalk (Kapikian et al, 1972). O virus foi
chamado agente de Norwalk e se constituiu no primeiro agente infeccioso viral

associado a gastroenterite.

Estudos posteriores demonstraram outros virus morfologicamente
similares, pequenos e arredondados também associados com gastroenterites
(Applleton et al, 1977; Thornhill et al, 1977; Dolin et al, 1982), denominados entéo
small round structured viruses (SRSVs). Sendo assim, a classificacdo desses
virus foi inicialmente baseada na morfologia ao microscépio eletrénico e o virus

Norwalk foi considerado a cepa protétipo dos SRSVs (Atmar & Estes, 2001).

Devido a caracteristicas das particulas como densidade em gradiente de

centrifugagéo, tamanho e estabilidade ao &cido e éter, o virus Norwalk e os



outros SRSVs foram sugeridos ser classificados como “parvovirus-like” (Dolin et
al, 1972). Entretanto, Greenberg et al (1981) propuseram a classificacao do virus
Norwalk na familia Caliciviridae, baseados na estrutura protéica do virion.
Posteriormente, a classificagdo do Norwalk como calicivirus foi reforcada por
meio da clonagem do genoma, evidenciando seu genoma composto por uma fita
simples de RNA de polaridade positiva (Jiang et al, 1990). Outros estudos
confirmaram a relacdo genética entre Norwalk, os outros SRSVs e os calicivirus
(Dingle et al, 1995; Lambden et al, 1995; Hardy & Estes, 1996; Seah et al, 1999).

Com o avanco na biologia molecular, foi possivel a classificacdo de acordo

com o genoma, permanecendo entdo na familia Caliciviridae (Jiang et al, 1990).

2.2 Estrutural viral

Os norovirus sao virus redondos, pequenos (~38 nm), nao envelopados e
de simetria icosaédrica. O genoma € constituido de RNA de fita simples,
polaridade positiva, de aproximadamente 7,6 Kb, poliadenilado na extremidade
3’ e na extremidade 5’ possui uma VPg (proteina viral associada ao genoma)
ligada covalentemente (Figura 1). O RNA gendmico € organizado em trés regides
de leitura abertas (ORFs- Open Reading Frames): i) ORF1 codifica uma grande
poliproteina ndo estrutural, que é clivada em varias proteinas ndo estruturais,
essenciais para a replicacao viral (NS1-NS7); ii) ORF2 codifica a proteina VP1
(=60KDa), a principal e maior do capsideo e; iii) ORF3 codifica VP2, uma
proteina pequena também constituinte do capsideo viral, cujo tamanho varia
entre os calicivirus (12 - 29 KDa) (Glass, 2000; Katayama, 2002; Chen et al,
2006).



ORF 1 ORF 2 ORF 3

5374 6950
5 VPg |—| P48 NTPase | p22 | VPg | Pro | Pol r VP1 . VP2 |_|(A) 3
5358 695
L]~ s | p1| p2 | P1|
Shel Protuding

Figura 1. Representacéo esquematica do genoma dos norovirus. Proteinas ndo
estruturais: P48 (NS1/2), NTPase (NS3), P22 (NS4), VPg (NS5), Pro (NS6) e Pol
RNA (NS7). Proteinas estruturais: VP1 e VP2.

A poliproteina originada da ORF1 é clivada por uma proteinase 3C-like em
pelo menos seis proteinas ndo estruturais (NS): P48 (NS1/2), NTPase (NS3),
P22 (NS4), VPg (NS5), Pro (NS6) e Pol RNA (NS7) (Hardy et al, 2002; Belliot et
al, 2003).

A RNA polimerase € uma enzima central na replicacdo do RNA,
intimamente relacionado ao “fitness” viral, que é determinado por diversos
fatores, como a eficiéncia da replicacéo viral e a diversidade genética (Bull et al,
2010).

A morfologia dos norovirus é estudada a partir de virus-like particles
(VLPs) que sao formadas pela expressao de proteinas do capsideo (VP1) em
baculovirus recombinantes e observadas por crio-microscopia eletrbnica e por
cristalografia de raio X (Figura 2) (Bertolotti-Ciarlet et al, 2002; Chen et al, 2006).
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Figura 2. Estrutura da virus-like particle do virus Norwalk. Adaptado: Hutson et
al, 2004.

O virion é composto por 90 dimeros da proteina VP1 (Figura 1), que é
responsavel pela maioria das fungbes relacionadas ao capsideo, como
montagem, interacbes com o hospedeiro e imunogenicidade. VP1 pode ser
dividida em trés dominios: N, S e P (Figura 2). O dominio N (N-terminal) € o mais
interno; S (Shell) (residuos 1-221) forma o ndcleo estrutural, € o dominio
intermediario e é responsavel pela interacdo intermolecular do capsideo viral e,
sozinho, pode formar particulas icosaédricas lisas (Bertolotti-Ciarlet et al, 2003);
o dominio P (protuding) € o dominio mais externo, apresentando uma protrusao
em forma de arco emanando da superficie e esta envolvido em interacfes
diméricas para estabilizar o capsideo (Bertolotti-Ciarlet et al, 2003). O dominio P
é subdividido em dois subdominios: P1 e P2 (Figuras 1 e 2) (Prasad et al, 1999).
O subdominio P1 é mais interno (forma a base dos arcos dos capsémeros),
possui sequéncia razoavelmente conservada (Cao et al, 2007) e esta implicado
na antigenicidade do virion (Hardy et al, 1996; Hale et al, 2000). O subdominio
P2 esta localizado mais externamente (no topo dos arcos), apresentando alta
variabilidade, sendo importante na resposta imunitaria (Tan et al, 2003; Tan &
Jiang, 2005; Cao et al, 2007).



No subdominio P2 estéo localizados os principais epitopos responsaveis
pelo reconhecimento imunolégico do hospedeiro e também os principais
dominios de ligacdo aos diversos receptores HBGAs (Histo-Blood Group
Antigens). Mutac¢des no dominio P2 alteram a antigenicidade e a especificidade
de reconhecimento pelos HBGAS, caracterizando uma nova cepa (Donaldson et
al, 2008; Debbink et al, 2012; Carmona-Vicente et al, 2016).

A proteina VP2 parece ter um papel importante na producéo de particulas
infecciosas, fornecendo suporte estrutural para o capsideo (Sosnovtsev et al,
2005; Vongpunsawad et al, 2013). Conley et al (2019) sugeriram que VP2 de
calicivirus felino (FCV) forma uma espécie de portal que pode servir como um

canal para liberacdo endossomal do genoma viral.

2.3 Classificacao

De acordo com o ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses),
0S norovirus pertencem a familia Caliciviridae, que é composta de uma ampla
variedade de virus (Vinjé et al, 2019). Virus pertencentes aos géneros Lagovirus,
Norovirus, Nebovirus, Recovirus, Sapovirus, Valovirus e Vesivirus infectam
mamiferos; virus dos géneros Bavovirus e Nacovirus infectam aves; enquanto
qgue virus dos géneros Minovirus e Salovirus infectam peixes (Atmar & Estes,
2001; Farkas et al, 2008; L'Homme et al, 2009; Day et al, 2010; Wolf et al, 2011;
Mikaelsen et al, 2014; Mor et al, 2017). Somente 0S norovirus e 0s sapovirus
infectam humanos e sdo importantes agentes causadores de gastroenterite

aguda.

Os norovirus podem ser classificados em dez genogrupos (Gl a GX),
baseando-se na andlise da sequéncia de VP1 (ORF2) (Kroneman et al, 2013,
Chhabra et al, 2019). Os genogrupos Gl, Gll e GIV infectam humanos, sendo Gl
e Gll os principais causadores de doenca na populacao (Vinjé, 2015) (Figura 3).
Os genogrupos, por sua vez, sdo subdivididos em diversos genotipos: 49
baseados na sequéncia completa de VP1 e 60 baseados em sequéncias parciais
da polimerase (Figura 3) (Chhabra et al, 2019). Gl e GlI compartilham menos de
50% de identidade em VP1 e os gendtipos apresentam menos de 20% de

homologia (Vinjé et al, 2000; Zheng et al, 2006), destacando a grande



et al, 2019).

Figura 3. Classificacdo filogenética baseada nas sequéncias de VP1 (ORF2)
Fonte: Chhabra et al, 2019.

Os norovirus séo classificados de acordo com o agrupamento filogenético
de sequéncias completas dos aminoacidos de VP1, conforme proposto em 2013

por pesquisadores do NCWG (Norovirus Classification Working Group)

diversidade dos norovirus, devido a variacdo antigénica, que representa um

importante obstaculo a imunidade protetora apés infeccao e vacinacao (Mallory



(Kroneman et al, 2013). No caso da subtipagem em variantes GllI.4, foi decidido
gue seria baseda no grupamento filogenético e que novas variantes somente
seriam reconhecidas depois de se tornarem epidémicas em pelo menos duas
regibes geograficamente diferentes. Além disso, Kroneman et al (2013)
propuseram uma nomenclatura padrdo universal. A letra “P” passou a ser
utilizada para especificar a regido da polimerase. Por exemplo, se uma cepa €
classificada pela sequéncia da polimerase como GIl.7 e pelo capsideo como
GlI.6, sua nomenclatura ficaria GII.P7-Gll.6. Quando a sequéncia ORF-1 n&o
possuia a ORF-2 correspondente conhecida, ela passou a ser chamada de
“orfa”, pois poderia associar-se “promiscuamente” com diferentes capsideos.
Gendtipos ORF1 érfaos passaram a ser representados preliminarmente por letra
minuscula ao invés de nimeros, até a identificacdo do capsideo correspondente
(Bull et al, 2007; Kroneman et al, 2013), como € o caso de Gll.b, que inicialmente
foi considerado um recombinante obrigatorio (Bruggink et al, 2009; Bruggink et

al, 2013) e posteriormente foi renomeado como GII.P21 (Kroneman et al, 2013).

Recentemente, Chhabra et al (2019) atualizaram a classificacdo dos
norovirus, acrescentando novos genogrupos e gendtipos baseados nas
sequéncias completas de aminoacidos do capsideo de acordo com critérios
outrora estabelecidos por Kroneman et al (2013). Além disso, classificaram
sequéncias de nucleotideos da regido parcial da polimerase em tipos de P,
independentemente da classificagdo do capsideo (VP1l) correspondente
eliminando, dessa forma, a designacao 6rfa de ORF1 (por exemplo, a polimerase
orfa Gll.Pe passou a ser classificada como Gll.P31). A nova homenclatura passa
a designar primeiro o nome do capsideo seguido pelo tipo P, por exemplo, de
Gll.P16-Gll.4 Sydney [P16] para Gll.4 Sydney [P16], ou GII.P7-Gll.4 para GII.6
[P7].

2.4 Evolucao

Os norovirus sao considerados virus de evolucéo rapida (de Graaf et al,
2016; Parra et al, 2017). Dois mecanismos importantes contribuem para a
evolucao dos norovirus, implicando em sua extensa variabilidade antigénica: as

mutacgdes pontuais e a recombinacao (White, 2014).



As mutacdes pontuais constituem um mecanismo importante para a
diversidade genética dos norovirus, especialmente no caso de Gll.4. Conforme
previamente mencionamos, 0s aminoacidos associados a variagcdo antigénica
estdo localizados no dominio P da proteina VP1 do capsideo, que é responsavel
pela ligacdo aos receptores HBGAs e aos anticorpos (Debbink et al, 2013).
Lindesmith et al (2012) propuseram cinco epitopos hipervariaveis (A a E) para
NoV Gll.4 em VP1.

A recombinacdo, por sua vez, é gerada quando duas cepas distintas
infectam uma mesma célula havendo, durante a replicacdo, juncdo de duas
regioes diferentes do genoma de ambas, normalmente entre a ORF1 (capsideo)
e ORF2 (polimerase) (Figura 4). Este fenbmeno pode ocorrer entre genotipos
diferentes (intergenotipica) ou entre cepas de um mesmo genotipo
(intragenotipica) (Bull et al, 2005). Apesar de a juncédo entre a ORF1 e ORF2 ser
o sitio mais comum de recombinacéo, também ha relatos de o evento ocorrer
eggm sitios menos comuns, como entre ORF2 e ORF3 (Eden et al, 2013) e
também na regido da polimerase (Siqueira et al, 2016).

A recombinacéo entre as ORF 1 e 2 proporciona troca entre fragmentos
do genoma que codica proteinas estruturais e ndo estruturais, possibilitando aos
novos virus a obtencdo de uma polimerase mais eficiente, aumentando a

capacidade adaptativa e a viruléncia (Bull et al, 2007; Rocha Pereira et al, 2016).

Ludwig-Begall et al (2019) compararam a dinamica da recombinacdo dos
norovirus ao cubo de Rubik (conhecido como cubo magico), em que cada
quadrado pode ser articulado para formar parceria com qualquer um dos outros
quadrados, podendo gerar inidmeras combinacdes.



[+]RNA

e menensnenanas l --------- T [-JRNA (Heplicacio Intermediaria)

{+]ANA Gendmico

l ] —_— [+]RNA subgendmico

R e e S A grismacadsnnes (-IRNA Genomico

RSN A JRNAS SNOmico
evento de Recombinagad & \ NA subgendmico
it pri etk {-JANA subgendmico de
virus cosinfectante

troca de molde

1 (+)RNA Recombinante

Virus 1
;.m] NTPaze :o::Equ] Pro ]mp.g_'_’ ] '.‘F;_J ——
VP1

Virus 2

p48] NTPaze 22| VPg| Pro | RaRp | VP2 | s AAAAAS
: " ] - AAAAAAAAAAL

Virus Recombinants

b&r"cl NTPase |p22 | \'F‘]] Pra l RdRp T ,:VPS La:,-\.;,m AAAAA
|

Figura 4. Mecanismo de recombinacdo de norovirus (Adaptado de Graaf et al,
2016).

Apesar dos norovirus Gl, Gll e GIV estarem associados a infeccdo em
humanos, Gll sdo os responsaveis pela maioria das infeccbes, impulsionados
pela variabilidade de cepas dentro do genétipo Gll.4. Estudos demonstram que
0 gendtipo Gll.4, o mais prevalente no mundo, esta evoluindo de modo similar
aos virus influenza H3N2, com substituicdo temporal de variantes predominantes
guiada pela resposta imunitaria do individuo (Lindesmith et al, 2008; Victoria et
al, 2009; Debbink et al, 2013; Thoma et al, 2019). Embora tenha havido um
aumento da circulag&o de Gll.17 e GII.2 nos utimos anos (GI1.17 entre 2014/2015
e GIll.2 entre 2016/2017) (Matsushima et al, 2015; Ao et al, 2017), o gendtipo
Gll.4 persiste na populacdo, sendo responsavel por 60 a 80% de todas as
infeccbes causadas pelos norovirus, e por 50-70% dos surtos de norovirus por
ano (Siebenga et al, 2009; Tohma et al, 2019). Desde a década de 90,
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aproximadamente a cada dois ou trés anos, mais de dez variantes Gll.4 tém sido
relatadas, sendo que sete delas apresentaram carater pandémico: US95 96,
Famington Hills, Hunter, Yerseke, Den Haag, New Orleans e Sydney (Figura 5).
As cinco primeiras séo resultado de muta¢des no dominio P do capsideo e as
duas ultimas (New Orleans e Sydney), de recombinacédo entre ORF1 e ORF2
(Eden et al, 2013; White et al, 2014; Carmona-Vicente et al, 2016).

US95_96 Hunter Yerseke New Orleans
Farmington Hills Den li?ag Sydney
Primeiro Gll.4
(thiu\l )
1974 1995 2002 2004 2006 2009 2012

Figura 5. Variantes pandémicas do gendétipo Gll.4 (Fonte: Vinjé, 2015).

Acredita-se também que, assim como acontece com cepas Gll.4, o
gendtipo GIll.17 também tenha variantes, pelo fato de haver trocas de
aminoacidos nos principais epitopos do capsideo (Debbink et al, 2012). No
inverno de 2014-2015, houve um subito aumento na deteccao do genétipo GII.17
em alguns paises da Asia e suspeitou-se que ele substituiria a variante Sydney
2012 (de Graaf et al, 2015; Matsushima et al, 2015). Posteriormente, durante o
inverno de 2016-2017 do hemisfério norte, houve a reermengéncia da
recombinante GII.2[P16] em paises como Alemanha, China, Taiwan, Hong Kong
e Japao, levando a rapido aumento de surtos de gastroenterite por norovirus,
substituindo os gendtipos Gll.4 e GII.17 (Ao et al, 2017; Bidalot et al, 2017; Chan
et al, 2017; Niendorf et al, 2017).

Em 2016, uma nova recombinante emergiu, constituida de capsideo
similar ao Gll.4 Sydney 2012, porém com a polimerase GII.P16 pouco comum.
Gll.4 Sydney[P16] foi descrita pela primeira vez na cidade de Kawasaki, no
Japao (Matsushima et al, 2016), sendo depois detectada em diversos paises
como Coréia do Sul, Alemanha, Japdo, Estados Unidos e Australia
(https://www.cdc.gov/norovirus/reporting/calicinet/data.html; Bidalot et al, 2017;
Choi et al, 2017; Lun et al, 2018).
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Considerando a rapida evolucdo dos norovirus, alavancada
especialmente pela frequente recombinacdo e também pelas mutacoes,
favorecendo sua grande diversidade genética, Thoma et al (2019) destacam a
importadncia da identificacdo precoce de alteragcbes necessérias para 0
surgimento de uma nova variante, espécie de “Santo Graal”, para controlar virus

que mudam constantemente.

2.5 Patogénese

Apesar da importancia dos norovirus no cenario da gastroenterite no
mundo, ainda ha muitos aspectos sobre a patogénese a serem esclarecidos,
devido a falta de um sistema de cultura de células eficiente e facilmente
disponivel. Ha dois sitemas descritos, linhagem de células B e enterdides
derivados de células-tronco, porém replicam norovirus humanos em niveis
suficientes (Jones et al, 2014; Ettayeb et al, 2016). Recentemente foi descrita
replicacdo eficiente de varios gendtipos de norovirus humanos em larva de
peixe-zebra (Danio rerio) (Van Dycke et al, 2019), que provavelmente facilitara o

estudo da patogénese dos norovirus.

A interacdo entre os norovirus com seus hospedeiros é confusa, uma vez
gue nem todos os individuos sdo susceptiveis a infeccdo e nem todos os
genotipos sdo patogénicos da mesma forma. Estudos em voluntarios e em
animais mostram que héa fatores importantes relacionados a patogénese dos
norovirus, como a ligacdo aos HBGAs e a resposta imunitaria a infeccéo
(Lindesmith et al, 2003; Friesema et al, 2009).

Os HBGAs humanos sao carboidratos complexos presentes na superficie
das membranas plasméticas de células de varios tecidos humanos (Le Pendu et
al, 2004; Nordgren et al, 2019) e também podem ser encontradas como
oligossacarideos livres em liquidos biolégicos como leite, saliva, sangue e
conteddos intestinais (Tan & Jiang, 2005). Os HBGAs sdo extremamente
polimorficos e trés principais familias - Lewis, secretor e ABH - sdo relacionadas
no reconhecimento pelos norovirus (Huang et al, 2003). A sintese dos HBGAs
ocorre por meio da agéo de enzimas fucosiltransferases, codificadas pelos genes

ABH, FUT2 e FUTS3, e diferencas na expressdo dos HBGAs interferem na
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susceptibilidade dos individuos a infec¢do pelos norovirus (Marionneau et al,
2002). As familias dos genes ABH, Lewis e secretor contém alelos silenciosos,
podendo levar a fenétipos nulos nos loci como mutagdes inativadoras em FUT2
que sdo responsaveis pelo fendtipo ndo-secretor, encontrado em
aproximadamente 20% das populacbes Norte-americana e Européia
(Marionneau et al, 2002). Individuos ndo secretores séo caracterizados pela
auséncia de antigenos ABH na saliva e na maioria das células epiteliais dos
tratos digestivo, genitourinario e respiratério (Marionneau et al, 2002), conferindo
na maioria das vezes aparente protecdo contra infeccdo por determinados
genadtipos dos norovirus, como Gll.4 (Frenck et al, 2012). De fato, em estudo
realizado por nosso grupo de pesquisa, observamos infeccao preferencial por
norovirus em individuos secretores (Vicentini et al, 2013).

A proteina do capsideo VP1 de diferentes gendtipos dos norovirus
apresenta distintas especificidades de ligacdo a diversos HBGAS, o que leva a
diferencas de susceptibilidade dos individuos a cepas especificas de norovirus
(Lindesmith et al, 2003). Por exemplo, individuos ndo secretores s&o
aparentemente resistentes a infeccdo por genétipos como Gll.4, GIl.3, Gl.1
(French et al, 2012; Liu et al, 2015), e podem ser susceptiveis a outras cepas,
como Gl.3, que, em estudo realizado na Suécia, ndo mostrou associagdo entre
status secretor e susceptibilidade a infeccdo (Nordgren et al, 2010). Por
conseguinte, alteracbes (mutacdes) nos epitopos localizados na proteina VP1,
podem levar a modificacfes tanto na capacidade de ligacdo dos virus quanto no

reconhecimento pelo sistema imunitario.

A imunidade ao norovirus é complexa. A suscetibilidade natural ao
norovirus pode variar entre individuos e genétipos e a duracdo e o grau de
protecdo cruzada da imunidade adquirida ndo sdo bem compreendidos (Mattison
et al, 2018). A maioria das informacdes estd baseada em estudos com
voluntarios e em individuos envolvidos em surtos de gastroenterites, sugerindo-
se repostas imunitarias homoélogas apos infecgdo por norovirus em voluntarios,
entretanto a protecao foi relatada ser curta (semanas a meses) e cepa especifica
(Parrino et al, 1977, Farkas et al, 2003). Estudos mais recentes estimam duracao
de imunidade de 4 a 8 anos apos a infec¢do (Simmons et al, 2013). Além disso,

nao ha correlacdo entre presenca de anticorpos e protecdo contra infeccéao, o
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que explica a grande difusdo de infeccbes por norovirus a cada ano e 0s
multiplos episédios em um mesmo individuo, inclusive na populacdo adulta
(Rockx et al, 2005).

2.6 Epidemiologia e aspectos clinicos da infeccao

Os norovirus infectam pessoas de todas as idades e sdo causa de
gastroenterite em diversos ambientes como escolas, hospitais, casas de
repouso, creches e quartéis militares (Westrell et al, 2010; Banyai et al, 2018;
Volpini et al, 2019). Eles s&o considerados a principal causa de surtos e casos
esporadicos de gastroenterite no mundo (Ahmed et al, 2014). Estima-se que 0s
norovirus causem 64.000 episédios de diarreia que necessitam de
hospitalizacdo, 900.000 episédios que levam a visitas a médicos de criancas de
paises industrializados e sao responsaveis por 212.000 mortes por ano no
mundo (Patel et al, 2008; Pires et al, 2015).

O grupo referéncia em epidemiologia sobre doencas transmitidas por
alimentos (Foodborne Disease Burden Epidemiology Reference Group - FERG)
da OMS estima que o0s norovirus causaram 684 milhdes de casos de
gastroenterites no ano de 2010 e foram a principal causa no mundo de doenca

transmitida por alimentos (Kirk et al, 2015).

Os norovirus sdo transmitidos pela via fecal-oral, por contato entre
individuos e através da ingestado de alimentos e de agua contaminados (Atmar &
Estes, 2006). Também ha evidéncias de transmissdo pelo ar através de
aerossois produzidos pelo ato de vomitar, forma de transmissdo muito comum
em hospitais, asilos e navios de cruzeiros (Marks et al, 2000; Marks et al, 2003).
A dose infecciosa € baixa, representada por menos de 10 a 100 virions, conforme
dados de estudos experimentais em humanos (Hutson et al, 2004).

by

Sao virions resistentes a inativacdo/desinfeccdo por desinfetantes
normalmente utilizados, como alcodis e compostos quaternarios de aménio, que
geralmente séo eficazes contra outros virions e a maioria das bactérias (Kingsley
et al, 2014). Sao classificados como agentes biologicos de classe B por causa
da alta estabilidade no ambiente, pela alta infecciosidade, pelo subito e explosivo
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estabelecimento dos surtos e pela natureza debilitante da doenca (Hutson et al,
2004).

A média do periodo de incubacao é de 12-48 h e a média de duragéo dos
sintomas, de 12-72 horas (Graham et al, 1994). Os sintomas apresentados sao
vomito, diarreia, dor abdominal, febre, cefaleia, mialgia e calafrios. As fezes
apresentam-se aquosas, com presenca de muco. Pode haver complicacdes
como desidratacdo, desequilibrio hidroeletrolitico, insuficiéncia renal,
desnutricdo e, em criangas jovens, convulsdes benignas (Higuchi et al, 2017;
Kim et al, 2018). Recentemente foi relatado o primeiro caso de sindrome
hemolitica urémica em um bebé apoés infeccéo por norovirus (Daher et al, 2019).
Estudos demonstram um longo tempo de excrecdo viral, mesmo apés a
resolucdo dos sintomas. Ha relato de inicio de excrecao viral de 18 horas apos
inoculacdo em voluntarios e tempo de excrecao viral variando de 13 a 56 dias
(Okhuysen et al, 1995; Rockx et al, 2002; Atmar et al, 2008).

A doenca resultante da infeccdo pelos norovirus foi historicamente
descrita como moderada e auto-limitada, com base em estudos de surtos e
também em estudos envolvendo voluntarios, contudo, os sintomas podem durar
mais tempo numa parcela de populacdo, como em criangas, idosos e individuos
imunocomprometidos (Rockx et al, 2002) e conforme evidenciamos em criangas
hospitalizadas em hospital em nossa area geografica (Ribeiro et al, 2008). No
caso de pacientes imunocomprometidos, que podem desenvolver infeccéo
cronica com duracdo de meses ou até de anos, especula-se que podem
funcionar como reservatoérios dos virus, devido a reduzida pressao imunitaria
(Karst et al, 2014; Vega et al, 2014).

Além disso, h& evidéncias de consequéncias desenvolvidas apos infec¢cao
por norovirus, como Sindrome do Intestino Irritavel e Doenca Inflamatoria
Intestinal, em que o0s norovirus parecem servir como um “gatilho” dependendo

do contexto genético (Marshall et al, 2007; Cadwell, et al, 2010).

2.7 Vacina

O desenvolvimento de vacina para os norovirus é dificultado pela grande

diversidade genética, pela auséncia de um modelo animal e de um sistema
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eficiente de cultivo. Apesar disso ha varias sendo desenvolvidas utilizando
diferentes tecnologias, tanto monovalentesde GIl.1 quanto bivalentes, baseadas
em Gl.1 e Gll.4, incluindo duas em fase clinica (Debbink et al, 2014; Baehner et
al, 2016).

Essas tecnologias incluem VLPs, particulas P e adenovirus
recombinantes, que expressam a proteina VP1. Tecnologias envolvendo virus
“mortos” ou atenuados, ndo foram adotadas devido a falta de um sistema de
cultura. A recente descricdo de um sistema modelo in vivo para estudar a
replicacdo dos norovirus humanos utilizando larvas de peixe-zebra (Van Dycke
et al, 2019) podera abrir novos caminhos para a pesquisa dos norovirus. As duas
vacinas em ensaios clinicos em humanos incluem uma vacina VLP bivalente Gl.1
/ Gll.4 intramuscular nos ensaios de Fase llb (Takeda et al, 2016) e uma vacina
monovalente via oral (comprimido) de adenovirus recombinante que expressa a
proteina VP1 Gl.1 na Fase | (Tucker et al, 2008). Devido a grande capacidade
de evolucdo dos norovirus, vacinas desenvolvidas provavelmente deverdo ser
reformuladas a cada determinado periodo de tempo, semelhante ao que ocorre

com as vacinas para o virus influenza (Graaf et al, 2016).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Determinar a diversidade genética de norovirus em individuos com
gastroenterite e comparar com genotipos circulantes previamente em uma

mesma area geografica.

3.20bjetivos Especificos

e Detectar os norovirus em criangas com gastroenterite e descrever sinais
e sintomas clinicos das criancas infectadas;

e Caracterizar os genoétipos e descrever as variantes e recombinantes de
norovirus;

e Determinar carga viral fecal de cepas recombinantes;

e Descrever a variabilidade molecular em sequéncias da polimerase e do
capsideo de recombinantes emergentes;

e Descrever 0s genotipos de norovirus que circularam em diferentes
periodos de tempo em individuos infectados, de casos esporadicos e de

surto em hospital;
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4 DADOS COMPLEMENTARES

Para melhor compreenséo, os resultados referentes aos trés primeiros
dos cinco objetivos especificos estdo descritos no manuscrito publicado
intitulado “Detection and molecular characterization of the novel recombinant
norovirus GII.P16-Gll.4 Sydney in Southeastern Brazil in 2016” (Anexo 3).
Resultados referentes ao quinto objetivo especifico estdo apresentados como
forma de manuscrito publicado intitulado “An outbreak due to a norovirus Gll.Pe-
Gll.4 Sydney 2012 recombinant in neonatal and pediatric intensive care units”
(Anexo 4) ou escrito para ser submetido a publicacdo e intitulado “Genetic
diversity of noroviruses in different periods of time in all age individuals,

Southeastern Brazil.” (Anexo 5).

Apresentamos a seguir resultados do estudo desenvolvido que ndo fazem

parte de manuscrito publicado ou escrito.

4.1 Caracterizacdo das amostras do estudo prospectivo

Foram obtidas 307 amostras fecais por eliminacdo espontanea de
criancas de ambos os sexos, com até 11 anos de idade (mediana= 16 meses)
com sintomas de gastroenterite aguda atendidas predominantemente (91,1%)
das amostras) no pronto socorro do Hospital Estadual Infantil Nossa Senhora
Gloria (HINSG) e no Pronto Atendimento (PA) de Sdo Pedro (n=275), e em
outras localidades (8,9%) [PA da Praia do Sua, no Pronto Socorro do Vitéria
Apart Hospital e internadas no Hospital Universitario Cassiano Moraes
(HUCAM)]. Também foram utilizadas amostras cedidas pelo Laboratorio Central
da Secretaria Estadual de Saude (LACEN - ES) (Tabela 1). A coleta foi realizada
em outubro de 2014 a julho de 2016 e setembro de 2017 a setembro de 2018.

Locais de coleta N
HINSG 153
PA Séo Pedro 122
PA Praia Sua

Vitoria Apart Hospital 2
HUCAM 2
LACEN-ES 21
Total 307
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Tabela 1. Distribuicdo do numero de amostras fecais obtidas de criancas com

diarreia de acordo com o local de coleta.

As amostras fecais foram coletadas apds obtencao de consentimento livre
e esclarecido por parte do responséavel e assinatura do Termo de Consentimento
(TCLE). Foi aplicado questionario com o responsavel pela crianca para obtencao
de informacdes referentes aos pacientes como idade, sexo, residéncia e
sintomas (Anexo 1). O TCLE néo foi utilizado em relagdo as amostras obtidas
via LACEN, por fazerem parte de uma estratégia de vigilancia em DDA (Doenca

Diarreica Aguda).
Aspectos Eticos da Pesquisa

Este projeto obteve aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo, parecer numero
1.302.166 (Anexo 2).

4.1.2 Distribuicdo de amostras de fezes e casos de norovirus de acordo
com idade das criancgas infectadas, local e més de coleta.

A distribuicdo dos casos positivos para norovirus conforme a idade das
criancas pode ser observada na Tabela 2; 31,5% (64/203) das criangas até os
24 meses de vida e 10,6% apoés os 24 meses tiveram a infeccéo pelo norovirus.
A distribuicdo de casos positivos para norovirus em relacdo ao local de coleta e
namero de amostras coletadas pode ser observado na Tabela 3.

ldade Total de Norovirus +
(meses) amostras n (%)
0ab 50 8 (16)
7al2 68 34 (50)
13a18 56 14 (25)
19a24 29 8 (27,5)

> 24 104 11 (10)
Total 307 75 (24,4)

Tabela 2. Idade estratificada para criancas positivas para norovirus.
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Locais de coleta Quantidade de Norovirus

amostras coletadas n (%)
HINSG 153 36 (23,5)
PA Sé&o Pedro 122 26 (21,3)
PA Praia Sua 7 0
Vitéria Apart Hospital 2 1
LACEN-ES 21 10 (47,6)
HUCAM 2 2

Tabela 3. Total de amostras e frequéncia de norovirus por local de coleta.

Os casos positivos para norovirus foram detectados durante todo o
periodo de coleta, sendo mais frequentes entre os meses de marco a junho do
ano de 2015, fevereiro a junho de 2016 e marco a julho de 2018, coincidindo

com a maior frequéncia de coleta das fezes (Figura 1).
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Figura 6. Distribuicdo dos casos positivos de NoV de acordo com os meses de
coleta.
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Numero de gendtipos

4.1.3 Principais manifestacdes clinicas

Manifestacdes Presenca
clinicas Sim Nao Sem informacéo

n (%) n (%) n (%)

Diarreia 66 (88) 1(0,1) 8 (10,6)

Vomito 57 (76) 10 (13,3) 8 (10,6)

Febre 35(46,6) 31 (41,3) 9 (12)

Sintomas respiratérios 49 (65,3) 14 (18,6) 12 (16)

Dor abdominal 27 (36) 37 (49,3) 11 (14,6)

Tabela 4. Principais manifestacdes clinicas nas 75 criangas positivas para

norovirus.

4.1.4 Distribuicdo dos genétipos de norovirus por més de coleta
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4.1.5 Quantificacdo de RNA viral nas fezes

Foi realizada a quantificagdo de RNA viral em 50 amostras de fezes
positivas para norovirus. A quantidade de RNA viral nas fezes variou de
20,93x10° a 92,28x10%° copias de RNA por gramas de fezes (Tabela 5 e Figura
8).

Gendtipos n Variagao carga viral
(logl1l0/ g de fezes)

Gll.4Sydney[P31] 10 9,74 - 11,96 (mediana=10,46)
Gll.4Sydney[P16] 22 7,32 - 11,58 (mediana=9,46)
GII.17[P17] 3 8,17 - 10,04
GII.3[P16] 2 11,17 e 11,44
GIl.6[P7] 1 10,82

Gll.1[Pg] 1 10,02
Gll.4Sydney[PNA] 1 11,45

GII.NA 10 7,82 - 10,08 (mediana=9)

Tabela 5. Faixas de quantificacdo viral em logaritmo / g fezes.

10 -

M2 de copias de RMA viral (log)

Hr3i1 W Pris
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Figura 8. Quantidade de copias de RNA viral nas amostras fecais dos genaotipos
Gll.4 Sydney [P31] e Gll.4 Sydney [P16].

4.2 Anélise molecular da polimerase quase completa e do capsideo
completo (VP1)

Com o objetivo de analisar se havia modificagdo em sequéncia de
nucleotideos na polimerase GII.P16 que emergiu em 2016 associada aos
capsideos Gll.4 Sydney 2012 e Gll.2 em relagéo as previamente circulantes no
mundo, elas foram submetidas ao sequenciamento da regido quase completa de
trés amostras selecionadas, sendo duas GII.P16 recombinadas com capsideo
Gll.4 Sydney 2012 (detectadas em 2016) e uma com capsideo GlI.2 (detectada
em 2017) (Tabela 6).

A fim de verificar se ocorreram variagcdes em sequéncia de nucleotideos
em gene da proteina VP1 na variante Gll.4 Sydney 2012, detectados em
diferentes periodos de tempo em nossa area geografica, os capsideos
completos foram comparados com sequéncias do GenBank, especialmente na
regido do dominio P2. Selecionamos para este estudo, cinco amostras que
tiveram a ORF-2 (VP1) completa sequenciada, detectadas nos anos de 2015,
2016 e 2018 associadas aos capsideos GII.P31, GII.P16 e GlI.P4 New Orleans
(Tabela 7).

Ano Polimerase P16 recombinante N © de amostras
2016 Gll.4 Sydney[P16] 2
2017 Gll.2[P16] 1

Tabela .6 Amostras selecionadas para analise de polimerase quase completa.
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Ano VP1 (ORF-2) recombinante N ©de amostras

2015 GlI.4 Sydney 2012[P31] 1
2016 GIl.4 Sydney[P16] 2
2018 GIl.4 Sydney[P16] 1
2018 Gll.4 Sydney[P4 New Orleans] 1

Tabela 7. Amostras selecionadas para analise de ORF2 completo.

4.2.1 Sequenciamento - Polimerase quase completa e VP1

Para o sequenciamento da polimerase quase completa foram
amplificados dois fragmentos utilizando dois pares de iniciadores: NV6F/NV6R e
NV4611/G2SKR (Tabela 8).

Para sequenciar o capsideo completo foram amplificados trés fragmentos
utilizando trés pares de iniciadores: ORF2-F1/ORF2-R1, EVP2F/EVP2R, ORF2-
F2/ORF2-R2 (Tabela8).

Em todas as PCRs o cDNA (5 uL) foi adicionado a um volume final de
reacdo de PCR de 25 pul contendo 1,5 mM de MgCl2, 200 uM de cada dNTP
(Invitrogen), 160 nM de cada iniciador, 1 unidade de Taq DNA polimerase
Platinum (Invitrogen®) e tampéao de reacdo (20 mM de tris-HCI pH 8,4, 50 mM
de KCI). A amplificagdo foi realizada com desnaturagdo 95°C/15 minutos,
seguido de quarenta ciclos 95°C/1min, 50°C/1min e 72°C/1min, com extensao

final a 72°C por 10min.

Os amplicons de 865 pb e 1051 pb (polimerase quase completa) e 943
pb, 672 pb e 945 pb (VP1 completa) obtidos nas PCRs foram purificados
utilizando a enzima ExoProStar™ (GE Healthcare). Os produtos de PCR
purificados foram sequenciados utilizando um ABI Prism 310 Genetic Analyzer e
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit v.3.1 (Applied Biosystems) utilizando
os iniciadores forward (NV6F ou NV4611) e reverse (NV6R ou G2SKR) utilizados
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nas reacdes de amplificacdo. A purificacdo dos produtos de reacdo do

sequenciamento foi realizada por precipitacdo com etanol e EDTA.

Regiéo Iniciador Sequence 5’ - 3’ Sense LocalizagBes Referéncia
Chhabra et al,
NV6F AGCACCAAGACGAAATTCTGGAG + 3638-36607 2010
, Chhabra et al,
Polimerase NV6R ATGGAGTTCCATTGGGAGGTGCA - 4481-45032 2010
guase
Yuen et al,
completa NV4611 CWGCAGCMCTDGAAATCATGG + 4338-43582 2001
Kojima et al,
G2SKR CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT - 5367-53892 2002
Kim et al,
ORF2-F1 AAGAGCCAATGTTCAGATGG? + 5054-5023° 014
Kim et al,
ORF2-R1 CTCTGAAGGTGCAGATGTT? - 5928-5946° 2014
. Vega et al,
Capsideo EVP2F GTR CCR CCH ACA GTT GAR TCA + 5730-5750 2011
(VP1
Vega et al,
completa) EVP2R CCG GGC ATA GTR GAY CTR AAG AA - 6381-6402 011
Kim et al,
ORF2-F2 AACATCTGCACCTTCAGAG? + 5928-5946° 014
Kim et al,
ORF2-R2 GAAGCCTGTTGTAGATTGCT? - 6854-6873° 2014

Tabela 8. Lista dos iniciadores utilizados na analise.
aGenomic locations of the Lordsdale Virus genome (X86557)

b Genomic locations of the Farmington Hills (AY502023)

4.2.2 Analise Filogenética

As sequéncias de nucleotideos obtidas no estudo foram editadas
utilizando o BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999). Posteriormente, a
sequéncias de 1.622 nt (VP1 completa) e de 1464 nt (polimerase quase
completa) foram alinhadas utilizando o programa SeaView v.4.5.4 (Gouy et al,

2010). As sequéncias foram, entdo, comparadas com sequéncias disponiveis no
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GenBank, assim como sequéncias referéncias de cada genotipo. As arvores
filogenéticas das sequéncias da polimerase quase completa e do capsideo
completo (VP1) foram construidas utilizando o programa MEGA versédo 3.1
(Kumar et al, 2004) pelo método maximum likelihood, com a distancia genética
calculada pelo modelo Kimura parametro utilizando 2000 pseudo-réplicas
(Figuras 9 e 10).

@ NR11LVGIGIIL.Pe-GIl.4 2015
KY407008 GlI.Pe-Gll.4 China 2015
KM514073 Gll.Pe-Gll.4 China 2014
- KJB49702 GIl.Pe-Gll.4 China 2014
L KU683739 Gll.Pe-Gll.4 China 2015
L~ KJ716367 Gll.Pe-Gll.4 China 2014
JX459908 Gl Pe-Gll.4 Sydney 2012
— KU985164 GIl.P4ANO-GII.4 Germany 2016

_L_MF140641 GlI.P4ANO-GIl.4 Netherlands 2013

— KX354027 GII.PANO-GII.4 USA 2012
— MH218612 GIl. PANO-GII.4 UK 2014
—— @ 262LVGI GII.PANO-GII.4 2018
L MK762561 Gil.PANO-GII.4 USA 2018

NSW3648 GII.P16-Gll.4 Australia 2016
‘ E KX354145GIILP16-GIl.4 USA 2015
@ 297 LVGI GII.P16-Gll.4 2018

LC175468 GII.P16-Gll.4 Japan 2016
KY407164 GII.P16-Gll.4 China 2016
NSW9639 GlI.P16-GlI.4 Australia 2016
KX907727 GII,P16-Gll.4 USA 2015
MH922873 GII.P16-Gll.4 Canada 2016
KY947549 GII.P16-Gll.4 USA 2016
@ NRIILVGIGILP16-GII.4 2016

® NR147LVGIGII.P16-GIlL4 2016

GU445325 New Orleans 2009
I KY947546 GII.PANO-GII.4 USA 2015

0,005

Figura 9. Andlise filogenética de sequéncias completas da proteina VP1
completa do capsideo Gll.4. As cepas pertencentes ao estudo estdo marcadas
com circulo preto. A cepas referéncias foram obtidas no GenBank e estédo
identificadas com o respectivo numero de acesso, seguido do pais e ano de

deteccéo.
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KY&87599 GII.P18-Gll.4 UK 2016
NOR-2559 GII.P16-Gll.4 UK 2016
KY847550 GII. P16-GI1.4 USA 2015
KX907727 GIIl.P16-GIl 4 USA 2015
LC175468 GIl P16-Gl1.4 Japan 2016
KY947549 Gl P16-Gll.4 USA 2016
@ NRISLVGIGIl P16-GII 42016
@ NR147 LVGIGI P16-GIL.4 2016
— NOR-2558 GII.P16-Gll.4 UK 2016
NOR-2518 GiI.P16-GIl 4 UK 2015
I_ MK775032 G| P16-GII.4 USA 2018
H  NOR-2515GII P16-Gll.4 UK 2015
—1 NOR-2516 GII P16-Gll.4 UK 2015
L NOR-2565 GII P16-GII 4 UK 2016
L NOR-2520 GII.P16-Gll 4 UK 2015
NOR-2598 GII P16-GI. 3UK 2016
4| NOR-2610GII.P16.GI. 3UK 2016
NOR-2604 GII. P16-GlI,3 UK 2016
MK754445 GIILP16-Gil, 12US 2017
® 211LVGIGILP16-GIL.22017
MK762634 GII.P16-GII.2 USA 2017
KYB865207 GlI.P16-Gil.2 USA 2016
KY265306 Gl P16-GI1.2 USA 2016
MK752941 GII.P16-GI1.2 USA 2017
LC 145787 GII.P16-Gil.2JP 2012
LC145787 GII.P16-GII.2 Japan 2012
KJ407074 GILP16-Gli,.2 USA 2011
KF944110 Gl P16-GI1.3 RUS 2011
MK762559 GII.P16-Gli.13 Puerto Rico 2014
KY847548 GII.P18-GI1.13 USA 2015
MK753010 GILP16-GII.3 USA 2014
MK754443 GILP16-GIl.13USA 2014
KJ196286 GII.P16-GI1.17 Japan 2002
AY772730 GIL.P16-GII.16 Germany 2000
MK752849 GIl.P16-GII.2 USA 2013
{ LC209444 GII.P16-GIl.2 Japan 2013
LC145786 Gl P16-GI1.2 Japan 2012
[ LC145795GIl P16-Gll.2 Japan 2012

0m

Figura 10. Analise filogenética de sequéncias quase completas da polimerase
GIlI.P16. As cepas pertencentes ao estudo estdo marcadas com circulo preto. A
cepas referéncias foram obtidas no GenBank e estdo identificadas com o
respectivo nimero de acesso, seguido do pais e ano de deteccéo.
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4.2.3 Analise da variacdo de aminoacidos

4.2.3.1 Capsideo (VP1 completa)
Sequéncias completas da proteina VP1 foram alinhadas e comparadas

com sequéncias das cepas protétipo obtidas no GenBank para a verificacdo da
ocorréncia de variagdo antigénica, especialmente nos sitios putativos

antigénicos (epitopos A-E e G) e nos sitios de ligagdo aos HBGAs.

A)
373
B)
S* P2 P1
Capsideo Gll.4 (VP1) Ano NERK B A D
119 | 145 | 174 310 333 373 393 | 540
Gll.4 New Orleans 2009 (GU445325) 2009 I I S S V N S L
GIl.4 Sydney2012[P31] (JX459908) 2012 | V | V P D v R G v
GIl.4 Sydney2012[P16] (LC175468) 2016 | | | S N M H S v
GIl.4 Sydney 2012[P31] (NR11) 2015 | V | V P N M H S L
Gll.4 Sydney[P16] (NR99/NR147) 2016 | | | S N M H S v
Gll.4 Sydney[P16] (297) 2018 | | | S N M H S v
Gll.4 Sydney2012[P4 New Orleans] (262) | 2018 | V \% P N M H S \%

Figura 11. Variagdo antigénica nos capsideos Gll.4. (A) Posicbes dos

aminoacidos de VP1 onde ocorreram substituicdes. (B) Comparacdo entre 0s
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capsideos GIl.4 circulantes com as cepas prototipo. Linhas em cinza: cepas

referéncia. *S: dominio S de VP1; P1 e P2: subdominios do dominio P de VP1.

Capsideo Gll.4 Sydney 2012 associado a polimerase Gll.Pe que circulou
em 2015 foi comparado com o capsideo prototipo (IJX459908). Foram
observadas mutacdes em cinco posi¢des: 310, 333, 373, 393, 540, enquanto o

dominio S permaneceu conservado (Figura 3).

Capsideo Gll.4 Sydney 2012 associado a polimerase GII.P16 que
emergiu em 2016 foi comparado com o capsideo protétipo Sydney 2012
(JX459908). Foram observadas mutacdes em oito posicdes: 119, 145, 174, 310,
333, 373, 393, 540. Residuos no dominio S reverteram para sequéncia
encontrada no capsideo de New Orleans 2009 (variante anterior a Sydney 2012)
(Figura 11).

4.2.3.2 Polimerase guase completa

Sequéncias quase completas da polimerase (~477 aa) foram alinhadas e
comparadas com sequéncias referéncias obtidas no GenBank para a verificacdo
da ocorréncia de variacdo antigénica, especialmente nas regides descritas por
Ruis et al (2017). Foram observadas mutac¢des quatro mutacdes no dominio de
palma (293, 332, 357 e 360) e uma mutacdo no dominio de dedo (173) (Figura
12).

A)

Dominio de polegar
Dominio de dedos

qgue originaram

Dominio de palma
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GII.P16 (GlI.4Sydney)

Sitios onde ocorreram trocas
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B)

Posicdes naregido da polimerase

Dedo Palma
Cepas
173 293 | 332 | 357 | 360
LC175468 |
KX907727 |

AY772730 (2000)
LC145787 (2012)
KF944110 (2011)
NR99 (2016)
NR147 (2016)
211 (2017)

<l <l <

m m| m Ol Ol Ol m m
= 4| 4| 0| »| o 4| 4
I O O x| X| X| O O
> > > dl d| d| > >

Figura 12. SubstituicGes de aminoacidos observadas na regido da polimerase
das amostras de 2016 em comparacgao com cepas referéncias anteriores ao ano
de 2015.

5 DISCUSSAO

Os norovirus sao atualmente reconhecidos como 0s principais agentes
causadores de casos esporadicos de gastroenterite no mundo (Patel et al, 2009).
Sao virus de rapida evolucdo, devido principalmente aos mecanismos de
mutacdo, responsaveis pelo surgimento de variantes, e de recombinacéo,
principalmente entre ORF1-ORF2 (Cuevas et al, 2016; de Graaf et al, 2016). Em
nosso estudo, descrevemos o predominio de infec¢ao por norovirus em criancas
com gastroenterite esporadica em relacdo aos rotavirus (24,5% versus 11,%) e
uma ampla diversidade de gendtipos em diferentes periodos de tempo.
Destacamos ainda a deteccdo de gendtipos emergentes na populacdo e de
mutacdes nos genes que codificam a polimerase GII.P16 com diferentes
capsideos virais (Gll.4 Sydney 2012 e GII.2) e no capsideo viral Gll.4 Sydney
2012 com diferentes polimerases (GII.P16 e GII.P4 New Orleans 2009),

revelando sua notavel diversidade genética.
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Norovirus do genogrupo GlI foram os mais frequentes, com apenas uma
cepa Gl (GIP7-Gl.7) encontrada, o que corrobora com outros estudos, em que
Gll é reconhecido como 0 genogrupo mais prevalente no Brasil e no mundo
(Barreira et al, 2010; Vega et al, 2014; Fumian et al, 2016; O’Ryan et al, 2016;
Cantelli et al, 2019).

Refletindo a diversidade genética dos norovirus que circulam na
populacdo, detectamos seis diferentes capideos Gl (Gll.3, Gll.6, Gll.4 Sydney
2012, GII.17 e GIl.1) e cinco diferentes polimerases (GII.P16, GII.P7, Gll.Pe,
Gll.Pg, GII.P17) entre os anos 2014 a 2018. Entre os gendtipos do capsideo,
Gll.4 foi o mais prevalente na populacédo (76,9%), o que € corroborado por

estudos mundiais (Siebenga et al, 2009; Cannon et al, 2017; Lun et al, 2018).

A partir de 1990 s&o descritas seis variantes pandémicas Gll.4, que
emergem a cada 2 ou 3 anos, sendo que a mais recente Gll.4 Sydney, associada
com a polimerase Gll.Pe (Gll.4 Sydney[P31]), tem predominado no mundo
desde 2012, causando surtos e casos esporadicos de gastroenterite (van Beek
2013; Vinjé et al, 2015). Gll.4 Sydney[P31] foi detectada em vérias regides do
Brasil desde sua emergéncia (Bittencurt et al, 2019; Cantelli et al, 2019; Dabila
et al, 2019). Em nossa area geogréfica, esta variante foi reponsavel por um surto
em unidades pediatricas de um hospital em 2012, mesmo ano do seu primeiro
relato o mundo (van Beek et al, 2013; Volpini et al, 2019- Anexo 4). Observamos
que esta recombinante predominou durante todo o ano de 2015 entre as
amostras do estudo, quando, no inicio de 2016, esta variante (Gll.4 Sydney
2012) emergiu em nossa area geografica recombinada com a polimerase
Gll.P16 (Gll.4 Sydney 2012[P16]), aparentemente substituindo a recombinante
prévia (Gll.4 Sydney 2012[P31]), sendo pela primeira vez relatada no Brasil
(Barreira et al, 2017 — Anexo 3). Embora o primeiro relato no mundo desta nova
recombinante tenha ocorrido em 2016 no Japao (Matsushima et al, 2016),
posteriores estudos mostraram seu inicio de circulagio em 2015 com
subsequente disseminac¢do nos anos seguintes em diversos paises, como EUA,
Australia, Nova Zelandia, Canada e Coréia do Sul, Franca e Itdlia (Bidalot et al,
2017; Cannon et al, 2017; Ruis et al, 2017; Lun et al 2018; Medici et al, 2018;
Hasing et al, 2019). Recentemente, Gll.4 Sydney[P16] foi detectada em um surto
ocorrido numa creche em nossa regido em marco deste ano de 2019 (Dr Tulio
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Fumian- comunicacdo pessoal), afetando também pessoas proximas das
criancas e dos funcionarios infectados indicando que esta recombinante se

mantém na populacgao.

Posteriormente, em 2018, encontramos o capsideo Gll.4 Sydney 2012 em
associacdo com a polimerase GlI.P4 New Orleans 2009 (variante anterior a
Sydney 2012). Esta recombinante (Gll.4 Sydney 2012[P4 New Orleans 2009])
tem sido relatada em diversos paises como Australia, Canada, EUA, Africa do
Sul (Mans et al, 2014; Cannon et al, 2017; Lun et al, 2018; Hasing et al, 2019),
porém, no Brasil, ela ainda néo foi descrita (Barreira et al, 2019 — Anexo 5). Neste
cenario, pode-se observar dois eventos separados de recombinacdo em que o
capsideo Gll.4 Sydney foi mantido, levando ao surgimento de Gll.4 Sydney[P4
New Orleans 2009] e GlI.4 Sydney 2012[P16], e favorecendo a manuten¢ao do

capsideo Gll.4 Sydney na populacéo, conforme sugerido por Lun et al (2019).

Por sua vez, a polimerase GII.P16, além de recombinada com GIl.4 Sydney
2012, também foi encontrada entre nossas amostras com os capsideos GII.3
entre 2014-2015 e, mais recentemente (2018), também com GIl.2. A
recombinante GII.2[P16] tem sido descrita desde 2009 (lritani et al, 2012),
todavia, entre 2016 e 2017, reemergiu causando subito aumento de surtos na
China, Hong Kong e Alemanha, sendo detectada também no Japdo, EUA,
Franca e Australia (Ao et al, 2017; Bidalot et al, 2017; Cannon et al, 2017; Chan
et al, 2017; Lun et al, 2018; Niendorf et al, 2017). No Brasil, recentemente foi
relatada, pela primeira vez por Cantelli et al (2019) associada a diarreia em

criangas na comunidade de Manguinhos, Rio de Janeiro.

E interessante notar que a andlise filogenética da polimerase GII.P16,
compartilhada pelos capsideos GIll.4 Sydney 2012 e Gll.2, mostrou seu
agrupamento junto com as polimerases GII.P16 mais recentes, que reemergiram
em 2015. Ao contrario, a GII.P16 detectada entre 2014-2015, associada ao

capsideo GII.3, formou em um cluster separado (Dados complementares).

Estudos moleculares que analisaram as cepas reemergentes GII.2[P16] e
emergentes Gll.4 Sydney 2012[P16] encontraram cinco mutagdes conservativas
na regido da polimerase GII.P16 em relacdo a circulagédo prévia em 2015, quatro

delas no dominio de palma, onde se encontra o sitio catalitico da referida enzima
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(Ao et al, 2018; Barclay et al, 2019; Cannon et al, 2017; Ruis et al, 2017; Lun et
al, 2019; Tohma et al, 2017). Estas mesmas mutacdes foram encontradas no
nosso estudo. Em que pese a pequena quantidade de mutagoes, tais alteragdes
poderiam ter modificado a fidelidade da polimerase. No caso de GIl.2[P16], os
estudos sugeriram que ndo houve mutacdes no capsideo GIl.2 que poderiam
explicar o aumento repentino de sua predominéancia. De fato, a polimerase tem
um papel importante no “fithess” viral, aperfeicoando (impactando positivamente)
a replicacao e a transmissao virais (Bull et al, 2010; Arias et al, 2016). Bull et al
(2010) descreveram que mutacdes Unicas podem afetar as propriedades
bioldgicas de polimerases da linhagem GlI.4 e, curiosamente, uma das mutacfes
(S293T) encontradas na GII.P16 emergente (incluindo as do nosso estudo)
possui localizagdo muito préxima ao residuo 291, que Bull et al demonstraram

gue altera a cinética de polimerases associadas a Gll.4 (Bull et al 2010).

No tocante a proteina completa do capsideo (VP1) da cepa emergente
Gll.4 Sydney 2012[P16], observamos pequenas diferengas ao compararmos
com a cepa prototipo (JX459908), as quais também foram relatadas por
Lindesmith et al (2018) e Lun et al (2019). No epitopo A, relacionado a ligacao
de anticorpos neutralizantes e a emergéncia de novas variantes Gll.4
(Lindesmith et al, 2012; 2018), observamos apenas uma mutacao (373). No
epitopo D, onde estdo localizados os sitios de ligacdo aos HBGAs, também
encontramos apenas uma mutacdo (393). Além disso, observamos uma
mutacdo na posicdo 310, na qual esta localizado o motivo NERK, que regula a
conformacao estrutural do capsideo, cuja nova geometria molecular, em tese,
dificultaria 0 acesso aos epitopos. Também observamos mutacdes no dominio
S (119, 145 e 174) assim como Cannon et al (2017). Contudo, Barclay et al

(2019), no que se refere a VP1, ndo encontraram nenhuma mutacao,

Dessa forma, no caso da recombinante Gll.4 Sydney 2012[P16], temos
duas peculiaridades: (i) a aquisicdo da polimerase GII.P16 exibindo algumas
alteracOes genéticas quando comparadas a polimerase pré-2015, (ii) e algumas

mutacdes na proteina VP1 do capsideo.

Além disso, detectamos a cepa emergente GII.17[P17] em 2016 e em
2018. Esta recombinante emergiu entre 2014-2015 como a principal causa de

surtos de gastroenterite na China e no Japao e suspeitou-se que estaria
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substituindo a variante Sydney 2012 em alguns lugares da Asia (de Graaf et al,
2015; Matsushima et al, 2015). Desde entdo tem sido detectada em varias partes
do mundo, porém em baixa prevaléncia. No Brasil, & detectada desde 2015,
também em baixa prevaléncia (Andrade et al, 2017; Silva et al, 2017; Cantelli et
al, 2019).

E digno de nota que GII.6[P7] — uma recombinante n&o-Gll.4 —detectada
em 2014 e 2018, foi também observada em 2004 e 2008 em nossa area
geografica (Anexo 5). Esta recombinante possui ampla distribuicdo geogréfica,
sendo detectada em diversos paises nos ultimos anos como EUA, Itélia, China,
Japao, Africa do Sul, Burkina Faso, Austrélia, Uruguai, Finlandia (Yang et al,
2016; Wu et al, 2015; Mans et al, 2014; Huynen et al, 2013; Fajardo et al, 2014;
Bruggink et al, 2016; Puustinen et al, 2011). No Brasil, ela foi detectada em
diversas regides, sendo responséavel por casos esporadicos e também surtos de
gastroenterites (Cantelli et al, 2019; Fumian et al, 2016; Gondim et al, 2018;
Hernandez et al, 2016).

Em nosso estudo, as cepas GII.6[P7], tanto na analise da polimerase
quanto do capsideo foram subdivididas em trés clusters, sugerindo variabilidade
genética entre elas. Os virus GIl.6 foram demonstrados distribuidos nos trés
grupos, Gll.6a, Gll.6b e Gll.6¢c (Chan-It et al ,2012; Vinjé et al; 2015). Diakoud et
al (2019) sugeriram a ocorréncia de multiplos eventos de recombinacdo entre
GII.P7 e Gll.6, em contraposi¢cdo a uma possivel evolucéo linear derivada de um
ancestral comum GII.6[P7]. Além disso, Dong et al (2019) observaram variagao
nos aminoacidos na proteina do capsideo VP1. E importante destacar que
observamos a presenca desta recombinante em nossa area geografica em
diferentes periodos de tempo, entre 2004 e 2018, em clusters distintos em ambos
polimerase e capsideo, sugerindo que, semelhante a linhagem Gll.4, as
variantes de GIl.6 podem ser substituidas ao longo do tempo, conforme
observado por Diakoudi et al (2019). Sendo assim, pode-se inferir que esta
recombinante GII.6[P7] esta em rapida evolucdo, tentando permanecer na
populacao, requerendo uma atencdo em relacédo circulacdo deste genotipo e

também em relacdo as suas variagfes antigénicas.
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A dinamica circulacdo dos gendtipos de norovirus pode também ser
evidenciada na analise de amostras obtidas de individuos de nossa area

geografica obtidas em estudos prévios (Anexo 5).

Além da recombinante GII.6[P7], anteriormente mencionada, destacamos
a presenca das variantes de Gll.4 Kaiso 2003, Farmington Hills, Deng Haag
2006b e Yerseke 2006a, coincidindo com a descricdo destas no mundo, com
aparente substituicdo sequencial de uma pela outra, além da auséncia de todas
estas no periodo recente (2014-2018), no qual a variante Sydney 2012 foi a Gnica

observada (Anexo).

Nosso estudo ilustra a notavel diversidade genética dos norovirus, em que
detectamos grande variedade de cepas, refletindo sua complexa dinamica
epidemiologica. Estudos moleculares sdo essenciais para detectar de forma
precoce novas cepas emergentes. O conhecimento das cepas circulantes na
populacao é importante no desenvolvimento e avaliacdo da eficacia de vacinas

e antivirais.
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6 CONCLUSOES

e Os norovirus foram causa importante de gastroenterite com voémito e
diarreia como as principais manifestacdes clinicas observadas;

e Foi detectada uma grande diversidade de genotipos circulantes: Gll.4
Sydney[P16], Gll.4 Sydney[P31], GII.17[P17], GII.2[P16], GII.6[P7],
GII.3[P16], Gll.4 Sydney[PNA], GII.1[Pg], Gll.4 Sydney[P4 New Orleans]
e GL.7[P7];

e A recombinante emergente Gll.4 Sydney[P16] foi pela primeira vez
relatada no Brasil;

e Foram detectadas diferentes variantes Gll.4 em todos os periodos de
coleta de amostras;

e A carga viral ndo diferiru entre a cepa emergente recombinante de
norovirus GlI.4 Sydney[P16] que substituiu a anterior Gll.4 Sydney [P31];

e Houve variabilidade de aminoacidos na proteina principal do capsideo,
VP1, de cepas Gll.4 Sydney 2012 associadas com GII.P16 (2016 e 2018)
em comparagdo com aquelas que circularam antes de 2015 (associadas
com Gll.Pe);

e Arecombinante Gll.Pe-Gll.4 Sydney 2012 foi a responsavel pelo surto em
unidade intensiva neonatal em hospital ocorrido em 2012.
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ANEXO 1
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Abstract

Noroviruses are the leading cause of acute gastroenteritis (AGE) in all age groups world-
wide. Despite the high genetic diversity of noroviruses, most AGE outbreaks are caused by
a single norovirus genotype: Gll.4. Since 1985, several different variants of norovirus Gll.4
have been associated with pandemics, with each vanant circulating for 3 to 8 years. The
Sydney_2012 variant was first reported in Australia and then in other countries, A new vari-
ant, GILP16-Gll.4, was recently described In Japan and South Korea and then in the USA,
France, Germany and England. In our study, 190 faecal specimens were collected from chil-
dren admitted to a paediatric hospital and a public health facility during a surveillance study
of sporadic cases of AGE conducted between January 2015 and July 2016. The norovirus
was detected by RT-qPCR in 51 samples (26.8%), and in 37 of them (72.5%), the ORF1-2
junction was successfully sequenced. The new recombinant Gil.P16-Gll.4 Sydney was
revealed for the first time in Brazil in 2016 and predominated among other strains (9 Gll,Pe-
Gll.4,3GIL.P17-Gil.17, 1 GIl.Pg-Gll.1, 1 GIL.LP16-GlI.3 and 1 GII.PNA-GIL.4). The epidemio-
logical significance of this new recombinant is still unknown, but continuous surveillance
studies may evaluate its impact on the population, its potential to replace the first recombi-
nant Gll.Pe-Gll.4 Sydney 2012 variant, and the emergence of new recombinant forms of
GIILP16.

PLOS ONE | hitps.//doi.org/ 10,1371 jeumal pons. 0189504
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Background: Noroviruses are the major cause of gastroenterins outbreaks worldwide in all age groups, The
several genotypes, mutation, and recombination events guarantee the broad diffusion and maimienance
of these viruses In the general human population. We described an outbreak caused by a norovirus
recombinant strain screened in samples abtained from children and bospital staff affected in an outbreak
of diarrhea at neonatal and pediatric Intensive care units in Southeastern Brazil.

Methods: Novoviruses were investigated by PCR and the genotype was determined by sequencing bath
partial genes reglons of RNA-dependent RNA-polymerase (ORFI ) and capsid protein [ORF2): the recom-
bination event was pecformed using SimPlor, Rotaviruses were investigated by real-time PCR targeting
the NSP3 gene.

Resudts; The GlELPe-GlL4 Sidney 201 2 norovires recombinant was detected in four from among six children
with diarrhea and in four symptomatic contacts: the rotavirus was negative in all samples. The virus
was introduced by a hospital stafl member affecting ather stafl members and patients of the pediattic
Intensive care unit, Five days lapsed between the first and last diarrhea case caused by norovirus and the
outbreak was restrained through strict hand hygiene, enviranment disinfection and fimiting the contact
of infected persons.

Conclusions: The puthreak was due to the GILPe-GIL4 Sydney.2012 vanant that accurred in the same year

of its first description in the world,
© 2019 The Authors, Published by Elsevier Limited on behalf of King Sawt 8in Abdulaziz University
for Health Sciences. This is an open access artiche under the CC BY-NC-ND license (hitp:))

creativecommons.orglieenses by-nc-nd/4 O/}

Introduction

Noroviruses are the major cause of acute nonbacterial gastroen-
teritis in all age groups and are responsible for 212,000 deaths
annually worldwide [ 1]. Highly infectious, these viruses are a major
cause of outbreaks, especially in enclosed settings such as hos-
pitals, cruise ships, and schools due to the close contact among
infected individuals [2], Routes for spread in healthcare settings
occur mainly through person-to-person transmissions | 3],

Belonging to the Caliciviridae family. noroviruses are small
non-enveloped viruses with icosahedral symmetry and a positive-
sense, single-stranded RNA genome, organized as three open
reading frames (ORFs) [4,5]. ORFI encodes a polyprotein cleaved
Into seven nonstructural proteins Involved in viral replication,
including RNA-dependent RNA polymerase (RdRp). ORF2 and
ORF3 encode, respectively, the major (VP1) and minor structural
capsid proteins (VP2) |6-8]. Due to a frequent recombination event

* Cotresponiding authut,
Eamad oddress: Liyspanl 2508 pmiall.oom [LI%H. Volpuni)

hetps: | doworz! 1010164 0pl 201906012
1876-0341)0 AN 9 The Aushors. Published by Elseviers Limitedt on hehalt of King Saod Bin Abdubaziz University for Headth Sciences. This Is an open acoess anticle undes
the CC BY-NC-ND License (herp: ) (creatasecommimon s o Toeoses by-ne-nd 4000,

between an ORF1-ORF2 junction, both regions are recommended
for dual nomenclature |9] in order to faclitate the tracking of
noroviruses [10],

Amongst seven genogroups (GI-GVIL) of noroviruses, GL Gil and
GIV infect human beings and are dassified into more than 40 geno-
types based on RdRp (ORF1) or VP1 (ORF2) sequences |11, The
Gll4, more frequently associated with transmission mediated by
PErSON-person contact, is the most common genotype detected
in outbreaks of gastroenteritis around the world and health care
settings [12] Since the 1990s, eight variants of this genotype
have emerged due to mutational and recombination events and
were associated with pandemics of acute gastroenteritis caus-
ing millions of infections annually: Grimsby-US_95/96, Farmington
Hills 2002, Hunter 2004, Yerseke.2006a, Den Haag 2006b, New
Orleans 2009, Sydney 2012 (11, and the most recent Sydney-2015,
which obtained a new RdRp (GI1.P16) through recombination [ 13],

In this study, we have described a norovirus outbreak due to the
last GILPe-GIlL4 Sydney 2012 variant found in a neonatal (NICU)
and pediatric intensive care unit (PICU) of a hospital in the South-
eastern reglon of Brazil occurring In the same year of the first
description of this variant in Australia [ 14).
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ANEXO 5
Genetic diversity of noroviruses in different periods of time in all age individuals,
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1. Introduction

Noroviruses are a major cause of acute gastroenteritis worldwide, affecting
individuals of all ages (Ahmed 2014). Although noroviruses infection are self-limiting, it
can cause severe and prolonged symptoms in vulnerable populations, such as young
children, elderly and immunocompromised patients. Noroviruses belong to the
Caliciviridae family and their ~ 7.5 Kb single-stranded positive-sense RNA genome is
organized into three open reading frames (ORFs). The ORF1 encodes a nonstructural
polyprotein that is cleaved into six proteins, including a RNA polymerase (RdRp), ORF2
and ORF3 encode the major (VP1) and the minor capsid protein (VP2), respectively
(Green 2013). Additionally, VP1 is divided into two domain, shell (S) and protruding (P),
with the latter consisting of P1 and P2 subdomains, being P2 the most surface-exposed
region of the norovirus capsid facilitating their interaction with neutralizing antibodies
and histoblood group antigens (HBGA) ligands (Lindesmith, 2012).

Noroviruses are highly diverse and they can be classified into at least seven
recognized genogroups (Gl to GVII), among which GI, GIl and GIV are associated with
human infections. Additionally, the genogroups are divided into several genotypes based
on the sequence differences of their VP1 proteins being that more than 30 genotypes are
known to infect human beings (Kroneman 2013; Vinjé, 2015). The main driving forces
of norovirus evolution are point mutations (antigenic drift), which occurs due to amino
acid changes within the P2 subdomain of the capsid protein (VP1) and recombination,
that most frequently occurs near the ORF1-ORF2 junction (or overlapping region),
expanding viral repertoire (REF). Despite the great genetic diversity, the majority of cases
and outbreaks are caused by the only genotype GII.4 that has been the most common
genotype in circulation worldwide since mid-1990s. New variants of G11.4 have emerged

every 2 or 3 years, spread rapidly across the globe and causing pandemics. Recent Gll.4
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variant forms have included Hunter 2004 (2004), Yerseke 2006a (2006), Den
Haag_2006b (2006), NewOrleans_2009 (2009) and Sydney_ 2012 (2012). Recently, other
genotypes (non-Gl1.4 strains) such as GI1.17 and GlI1.2 have emerged and have become
predominant in certain regions of the world.

The extensive genetic diversity of noroviruses and dynamic characteristics of its
epidemiology represents a major obstacle to protective immunity after infection and
development of an effective vaccine. A comprehensive understanding of genotype
diversity, strain replacement patterns and dominant strains is essential for a successful
vaccine design. In this study, we show the dynamic exchange of noroviruses genotypes
in three different periods of time in Southeastern Brazil and identified emergent

noroviruses recombinant in circulation.
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2. Material and Methods

We utilized fecal samples from individuals with symptoms of acute gastroenteritis
collected in three different periods: February 2003 to June 2004, December 2007 to
June 2011 and September 2017 to September 2018. Samples of the first period were
collected from children up to 3 years of age attended in the emergency room of a
pediatric hospital (Barreira, 2010); samples from the second period come from
individuals of all ages collected at all health units of the municipality of Vitoria— ES,
and samples from third period were collected from children up to 11 years of age
attended at two different locations: emergency room of a pediatric hospital and
municipal emergency care unit, after respective free consent after clarification of the
research and approval by the Institutional Ethics Committee. For the present study,

noroviruses positive samples properly sequenced were included.

2.1 Molecular characterization

The viral RNA was extracted from stool suspensions (10% w/v) using the
commercial QlAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) according
to the manufacturer's instructions. Initially, norovirus detection was performed by
RT-gPCR using primers and a probe targeting the ORF1/2 junction.
For genotyping, PCR were performed using the Mon431 (nt 4820 - 4839) and G2SKR
(nt 5367 - 5389) primers targeting a 570 bp fragment covering the 3'-end ORF1 and
5-end ORF2 (Beuret 2002, Kojima 2002). Sequencing was performed using the
BigDyel Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit and ABI Prism 3730 Genetic
Analyser (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), and the genotype was
assigned using the Norovirus Automated Genotyping Tool (Kroneman 2011).

Phylogenetic trees (based on the partial sequences of ORFs1 and 2) were constructed
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using the neighbor-joining method (Kimura two-parameter model, 2000 bootstrap
replications for branch support) in MEGA 6.0 (Tamura, 2013). The 19 sequences of

the ORF1/2 region will be deposited in GenBank.
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3. Results

Eighteen noroviruses strains were properly sequenced and they are all shown in
the Table 1. The phylogenetic analysis of both polymerase and capsid and results
obtained with the genotyping tool (http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool)
revealed eleven different genotypes, which among several Gll.4 variants and
emergent recombinants. Most strains belonging to genogroup Il, only one was Gl
(Table 1, Figure 1).

Gll.4 variants and the recombinant GII.P7-GII.6 was detected in all three
collection periods. Gl1.4 variant Sydney 2012 was detected in association with two
different polymerases, GI1.P4 New Orleans 2009 and GI1.P16. Furthermore, GII.P16

polymerase also was detected with GI1.2 capsid.
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Collection

Period ORF1 ORF2
on date
March 2003 Gll.P4 Gll.4 Kaiso_2003
1
September 2003 Gll.P21 Gll.3
February 2003 -
January 2004 Gll.P4 Gll.4 FarmingtonHills_2002
June 2004
May 2004 GlI.P7 Gll.6
January 2008 Gll.P4 Gll.4 DenHaag_2006b
2 February 2008 GIl.P4 Gll.4 DenHaag_2006b
December 2007- May 2008 GlI.P4 Gll.4 Yerseke_2006a
June 2011 June 2008 GIl.P4 Gll.4 Yerseke_2006a
October 2008 GlI.P7 Gll.6
October 2017 Gll.P16 Gll.2
January 2018 Gll.P17 Gll.17
March 2018 Gl.P7 Gl.7
3 March 2018 GlI.P17 Gll.17
September 2017- May 2018 GII.P4 New Orleans 2009  Gll.4 Sydney 2012
September 2018, . 5018 GII.P4 New Orleans 2009 Gll.4 Sydney 2012
July 2018 GlI.P7 Gll.6
July 2018 GIl.P16 Gll.4 Sydney
August 2018 GlI.P16 Gll.4 Sydney

Table 1. Distribution of noroviruses genotypes detected in three different periods in

Southeastern Brazilian region.
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Figure 2. Phylogenetic analysis of Gl and GII noroviruses based on partial nucleotide
sequences of the polymerase (ORF-1) and capsid (ORF-2) regions. (A) Maximum
likelihood phylogeny derived from partial 3° end of polymerase gene (231 bp) of
noroviruses. (B) Maximum phylogeny derived from partial 50 end of capsid gene (277
bp) of noroviruses. The strains sequenced in this study are indicated by filled black
circles. The strains described in previous article are indicated by empty circles (Barreira

et al,2017). The unpublished strains are indicated by empty triangles.

4. Discussion

In this study we detected a great diversity of noroviruses, since we characterized eleven
different genotypes, the most frequent being Gl1.4 variants (Farmington Hills 2002, Kaiso
2003, Den Haag 2006b,Yerseke 2006a and Sydney 2012), being the Gl1.4 Sydney 2012
in association with two different polymerases (GI1.P4 New Orleans 2009 and GI11.P16),
besides genotypes GII.P7-GIl.6, GII.P17-GIl.17, GII.P21-GII.3, GII.P16-GIl.2 and
GI.P7-GI.7.

Norovirus GIl was the most prevalent genogroup (17/18) in concordance with other
studies even as in studies in Brazil and worldwide (Hoa Tran et al, 2013; Barreira et al,
2017; Siqueira et al, 2017); just a genotype Gl was found (GI1.P7-G1.7). Genotype Gl1.4
as the most frequently detected whereas is the most prevalent genotype worldwide
associated with both gastroenteritis outbreaks and sporadic cases (Siebenga et al, 2009;
Vinjé et al, 2015). In our study we found different Gll.4 variants circulated throughout
all sample collection periods.

The Kaiso 2003 variant, considered a no pandemic strain, was observed only at the first

period of study. It was first described between April 2002 and March 2003 causing
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outbreaks of gastroenteritis in Osaka City, Japan (Seto et al, 2005), and concomitantly
detected in northern Brazil between 2001-2003 (Siqueira et al, 2016; Siqueira et al, 2017).
Also, in the first period, in 2004, was detected the pandemic variant Farmington Hills
2002, being observed for the first time in Brazil. It emerged in 2002, associated with
cruise ship and land-based outbreaks in the United States (Widdowson, et al, 2004) and
became the predominant strain globally (Hoa-Tran et al, 2013). The pandemic variants
Yerseke 2006a and Den Haag 2006b were present in the second collection period. These
variants in early 2006 led to increased outbreaks of gastroenteritis in several countries
(Kroneman et al, 2006; Tu et al, 2007). In Brazil, they were detected in Northeast,
Southern, Southeastern regions associated outbreaks and sporadic cases of gastroenteritis
(Fioretti et al, 2014; de Andrade et al, 2014; Siqueira et al, 2016; Siqueira et al, 2017).
Recombinant GI1.P21-GI1.3 was detected only in the first collection period. The GII.3
capsid had already been detected in our geographic area, but associated with the
polymerase GI11.P16 (Barreira et al, 2017), while the G11.P21-GI1.3 has been detected in
others regions of Brazil (Fumian et al, 2016; Siqueira et al, 2017).

Recombinant norovirus strain GI1.P7/GlI1.6 has been detected throughout the world in the
last years, including in the USA (Yang et al, 2016), China, Japan, Vietham (Wu et al,
2015), South Africa (Mans et al, 2014), Burkina Faso (Huynen et al, 2013), Uruguay
(Fajardo et al, 2014), Australia (Bruggink et al, 2016a), and Finland (Puustinen et al,
2011). In Brazil, GI1.P7-Gl1.6 has been frequently reported in different regions, including
North, Northeast, Southern and Southeastern regions, in association with acute
gastroenteritis outbreaks or sporadic cases, between 2004 and 2015 (Cantelli et al, 2019;
Fumian et al, 2016; Gondim et al, 2018; Hernandez et al, 2016; Reymao et al, 2018). In
our study, three strains of this recombinant were detected distributed in all periods of

collection (2004, 2008 and 2018), in addition to one strain from 2014 (unpublished data).
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Interestingly, the strain from the first collection period (2004) clustered separately from
strains of the most recent periods for both ORF1 and ORF2 (2008, 2014 and 2018), which
suggests adaptive evolution in both the polymerase and viral capsid regions.

Two strains of the emergent variant GI1.P17-GI11.17 were detected in the third collection
period, in 2018, although it had already been observed in our geographic area in 2016
(Barreiraetal, 2017). The GI1.P17-Gl1.17 became predominant in many countries in Asia
during the 2014-2015 winter and since then has also been reported in other continents
although with lower prevalence (Graaf et al, 2015; Matsushima et al, 2015). In Brazil, it
has been detected since 2015 and seems to remain in circulation (Andrade et al, 2017;

Silva et al, 2017; Cantelli et al, 2019).

The capsid Sydney 2012 was detected in association with polymerase GII.P4 New
Orleans 2009 and GI1.P16. Recombinant G11.P4 New Orleans 2009-Gll.4 Sydney 2012
emerged in Italy in 2013 resulting from the association of capsid from last GIl.4 variant
Sydney 2012 with the polymerase from preceding GIlI.4 variant New Orleans 2009
(Martella et al, 2013) and was later detected in others countries, including Australia, New
Zealand, Denmark, England, South Africa, EUA, Canada and Qatar (Lun 2018, Hasing
2019, Cannon 2017, Bruggink 2016b, Fonager 2013, Wong 2013, Mans 2014; Mathew
et al, 2019). This study provides original data on detection of GI1.P4 New Orleans 2009-
GI11.4 Sydney 2012 in Brazil. The recombinant GI1.P16-Gl1.4 Sydney 2012 was described
in 2016 in Japan (Matsushima et al, 2016), but it has been causing outbreaks since 2015,
replacing Gll.Pe-Gll.4 Sydney 2012 in various parts of the world (Bidalot et al, 2017;
Cannon et al, 2017; Lun et al, 2018; Hasing et al, 2019). In Brazil was described for the
first time as the predominant strain in 2016 in our geographic area (Barreira et al, 2017).
Furthermore, polymerase GII1.P16 was also detected in association with variant GI1.2.

Recombinant GI1.P16-Gll.2 emerged during winter 2016-2017 in Asia and Germany,
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causing rapid increase of noroviruses outbreaks, being detected also in others parts of the
world (Niendorf et al, 2017; Ao et al, 2017; Bidalot et al, 2017), being recently detected

in Brazil (Cantelli et al, 2019).

The results show clearly the dynamic nature of noroviruses epidemiology consistent with
standard of circulation in the world, including the identification of emergent pandemics
variants. The large diversity of noroviruses driven by different mechanisms of evolution
associated with limited protective immune response makes it great challenge to formulate

an effective vaccine.
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