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PREAMBULO

Este documento de tese esta apresentado no formato de manuscritos, contendo,
além de uma breve introducao, de revisdo de literatura e discussao, os seguintes anexos e

item;

(1) uma publica¢do de artigo como primeiro autor (Anexo 3) na qual descrevemos a
associacdo dos antigenos de grupo sanguineo (HBGA) em criangas com diarreia aguda

infectados por rotavirus e norovirus no Brasil;

(il)) uma publicacdo de artigo como coautor (Anexo 4) com a descricio de uma
recombinante emergente de norovirus GII.P16-GIL.4 Sydney 2012 pela primeira vez no

Brasil;

(ii1) Dados Complementares (Item 5), nos quais estdo descritos resultados obtidos e ainda

ndo registrados em manuscritos.



RESUMO

Rotavirus e norovirus sdo as principais causas de diarreia aguda em criangas no mundo.
A susceptibilidade do hospedeiro de acordo com os antigenos de grupo sanguineo
(HBGAs) ¢ amplamente conhecida para a infeccdo por norovirus, mas menos descrita
para o rotavirus. Devido ao polimorfismo variavel de HBGA entre populagdes, nosso
objetivo foi avaliar a associagdo entre os fendtipos de HBGA (ABH, Lewis e status
secretor) e a susceptibilidade a infec¢do sintomadtica por rotavirus e norovirus, € 0s
polimorfismos de FUT2 e FUT3, de criangas da regido Metropolitana de Vitdria, Espirito
Santo, sudeste do Brasil. Além disso, avaliamos os genétipos P e G de rotavirus e os
genoétipos de norovirus que infectaram essas criangas. Amostras fecais de 307 criangas
com diarreia aguda e swabs bucais de 272 dessas foram usados para detectar e determinar
os genotipos de rotavirus/norovirus e fendtipos/gendtipos de HBGAs, respectivamente.
Ao todo, 101 (32,9%) criancas foram infectadas por rotavirus e/ou norovirus. O genotipo
G12P[8] (48,6%) de rotavirus foi o mais frequentemente detectado entre as amostras
seguido de G3P[8] (11,4%) e G2P[4] (5,7%). O sequenciamento de nucleotideos das
amostras G3P[8], tnico gendtipo detectado nas amostras de 2018, demonstrou que essas
pertencem ao gendtipo emergente G3P[8] “equine-like”, cepa predominante atualmente
nos casos de diarreia no Brasil e no mundo. A maioria dos norovirus (93,8%) pertenceu
ao genogrupo II (GII). O gendtipo GII.4 Sydney representou 76% (35/46) entre cinco
outros gendtipos. Rotavirus e norovirus infectaram predominantemente criangas com o
status secretor (97% e 98,5%, respectivamente). No entanto, menos criancas infectadas
por rotavirus eram Lewis-negativas (8,6%) do que as infectadas por norovirus (18,5%).
Os polimorfismos de um nucleotideo (SNP — “single nucleotide polymorphisms”) em
FUT3 ocorreram principalmente nas posi¢des T59G > G508A > T202C > C314T. O
predominio de gendtipos emergentes no estudo evidencia a importancia de uma vigilancia
continua dos rotavirus com o objetivo de monitorar o surgimento de genotipos incomuns
e o0 impacto que podem trazer para o programa de vacina¢do. Além disso, nossos
resultados refor¢gam o conhecimento de que os individuos secretores sdo mais suscetiveis
a infec¢do por rotavirus e norovirus do que os ndo secretores. A alta taxa de Lewis
negativo (17,1%) e a combinacdo de SNPs, além do status de secretor, podem refletir a

grande heterogeneidade da populagdo no Brasil.



ABSTRACT

Rotavirus and norovirus are the leading cause of acute diarrhea in children worldwide.
Host susceptibility according to human histo-blood group antigens (HBGAs) is widely
known for norovirus infection, but is less described for rotavirus. Due to the variable
HBGA polymorphism among populations, we aimed to evaluate the association between
HBGA phenotypes (ABH, Lewis and secretor status) and susceptibility to rotavirus and
norovirus symptomatic infection, and the polymorphisms of FUT2 and FUT3, of children
from southeastern Brazil. Moreover, we evaluated the rotavirus P and G genotypes and
norovirus genotypes infecting these children. Fecal samples from 307 children with acute
diarrhea and buccal swabs from 272 of those were used to detect and determine rotavirus
and norovirus genotypes and HBGAs phenotypes and genotypes, respectively.
Altogether, 100 (36.8%) children were infected with rotavirus and norovirus. The
rotavirus G12P[8] (48,6%) genotype was the most frequently among the samples
followed by G3P[8] (11,4%) and G2P[4] (5,7%). The nucleotide sequencing of G3P[8§]
samples, the only genotype detected in the 2018 samples, demonstrated that they
belonged to the emergent G3P[8] “equine-like” genotype, the strain that predominates
currently in cases of diarrhea in Brazil and worldwide. Most of the noroviruses (93.8%)
belonged to genogroup II (GII). GII.4 Sydney represented 76% (35/46) amongst five
other genotypes. Rotavirus and noroviruses infected predominantly children with secretor
status (97% and 98.5%, respectively). However, fewer rotavirus-infected children were
Lewis-negative (8.6%) than the norovirus-infected ones (18.5%). FUT3 single nucleotide
polymorphisms (SNP) occurred mostly at the T59G > G508A > T202C > C314T
positions. The predominance of emerging genotypes in the study shows the importance
of continuous surveillance of rotaviruses in order to monitor the emergence of unusual
genotypes and the impact they can bring to the vaccination program. In addition, our
results reinforce the current knowledge that secretors are more susceptible to infection by
both rotavirus and norovirus than non-secretors. The high rate for Lewis negative (17.1%)
and the combination of SNPs, beyond the secretor status, may reflect the highly mixed

population in Brazil.
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1 INTRODUCAO

Apesar do esfor¢o global na redu¢do de mortes associadas a doenga diarreica nos ultimos
25 anos, ela ainda permanece como uma das principais causas de morte entre as criangas
menores de cinco anos de idade. Estima-se que aproximadamente 450.000 criangas nessa
faixa etaria morrem anualmente no mundo devido as doencgas diarreicas, sendo a quinta

principal causa de morte (GBD, 2018; TROEGER et al. 2018).

Os agentes etiologicos virais, particularmente os rotavirus e os norovirus, sdo o0s
principais responsaveis no mundo pela diarreia (BANYAI et al. 2018). O rotavirus do
grupo A (RVA) responde pela maior parte dos casos de hospitalizacdo e de morte por
diarreia. Estima-se que em 2016 o rotavirus foi responsavel por 128.500 mortes entre
criancas menores de 5 anos de idade no mundo, com 104.733 mortes somente na Africa
Subsaariana (GBD, 2018). Os norovirus, por sua vez, sdo os principais agentes de
gastroenterite aguda esporadica e de surtos no mundo em individuos de todas as idades e
estima-se que resultam em aproximadamente 70.000 a 200.000 mortes anualmente.

(AHMED et al. 2014; BANYAI et al. 2018).

Classificados na familia Reoviridae, os rotavirus sdo virus de simetria icosaédrica,
formado por trés capas proteicas concéntricas. As proteinas VP4 e VP7, que compdem o
capsideo mais externo, constituem a base da classificagdo binaria destes virus em 51
genoétipos P (de protease sensivel) e 36 genotipos G (de glicoproteina), respectivamente
(MATTHIJNSSENS et al. 2011; RCWG, 2020). Dos genotipos que infectam humanos,
as combinacdes G1P[8], G3P[8], G4P[8], GIP[8] e G2P[4], por serem as mais comuns
no mundo, formaram a base para a constitui¢do das duas principais vacinas de uso oral
disponiveis, ambas compostas por virus atenuado. Uma monovalente, denominada RV1
(P[8]G1 — humana - Rotarix® - GlaxoSmithKline, Rixensart, Belgium), e a outra
pentavalente, denominada RV5 (P1A[8], G1, G2, G3, G4 - humana-bovina -
RotaTeq®Merck and Co; Sanofi Pasteur MSD, Lyon, France) (GREENBERG; ESTES,
2009; BURKE et al. 2019). A vacinagao para rotavirus foi instituida no Brasil em mar¢o
de 2006 pelo Programa Nacional de Imunizacao (PNI), primeiro pais no mundo a fazé-lo

em ambito nacional (PEREIRA et al. 2020). Atualmente, 107 paises introduziram a
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vacinagdo para rotavirus em seus programas nacionais de imunizacdo, embora ainda 41%

de todas as criangas ndo t€m acesso as vacinas contra o rotavirus (ROTA, 2020).

Ambas as vacinas tém demonstrado reducdo efetiva nos casos graves, nas hospitaliza¢des
e no nimero de mortes associadas ao rotavirus em diversos paises (CARMO et al. 2011;
CHAVERS et al. 2018; BURNETT; PARASHAR; TATE, 2020; PEREIRA et al. 2020).
Entretanto, o impacto da vacina¢do em massa e ainda para um virus que possui multiplos
genoétipos € sempre uma preocupacao e exige constante vigilancia para deteccao de: (i)
modificacdo na prevaléncia entre os genotipos mais comuns, favorecendo aquele para o
qual a vacina confere menor protecdo e (ii) emergéncia de gendtipos incomuns que podem
prevalecer na populagdo, conforme observado recentemente com o aumento da
prevaléncia do genotipo emergente “equine-like” G3P[8] no mundo assim como no Brasil

(LUCHS et al. 2019; GUTIERREZ et al. 2020).

Embora sejam altamente eficazes na prevencao de doenga grave por rotavirus em paises
desenvolvidos, as vacinas RV1 e RVS5 apresentam menor eficicia em paises em
desenvolvimento, principalmente da Asia e Africa (ZAMAN et al. 2010; MADHI et al.
2010; ARMAH et al. 2010; JONESTELLER et al. 2017). O entendimento sobre a
susceptibilidade do hospedeiro ao rotavirus, e consequentemente a estirpe vacinal, veio
da recente descoberta de que estes virus reconhecem os antigenos de grupo sanguineo
(HBGASs) como receptores. Como vem sendo investigado, o estudo de HBGA em
distintos grupos populacionais e étnicos pode fornecer respostas para a diferenga na

eficacia da vacina observada em diferentes paises (SHARMA et al. 2020).

Os HBGAs sdo glicoconjugados ndo sialilados, altamente polimodrficos, expressos na
superficie de hemacias e de células epiteliais (p.ex.: intestino), e também presentes em
fluidos biolégicos como saliva. Sua sintese ocorre pela adigdo sequencial de
monossacarideos a precursores dissacarideos por enzimas glicosiltransferases tais como
fucosiltransferase-2 (FUT-2), fucosiltransferase-3/4 (FUT-3) e A e B transferases (genes
ABH), que determinam os fenotipos de HBGA Secretor, Lewis ¢ ABH, respectivamente

(LE PENDU; RUVOEN-CLOUET et al. 2020).
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Embora a susceptibilidade genética a infecg¢ao por norovirus mediada pelo polimorfismo
de HBGA seja conhecida ha décadas, somente recentemente, apds a descoberta da ligacao
do dominio VP8* da proteina VP4 do rotavirus aos HBGAs, que esse fendmeno comegou
a ser estudado para esse virus (MARIONNEAU et al. 2002; HU et al. 2012; HUANG et
al. 2012). Assim como observado para o norovirus, os estudos epidemiologicos tem
demonstrado associacdo entre o fenotipo secretor de HBGA e a infec¢do por rotavirus,
sobretudo por gendtipo P[8] e, ao contrario, associacdo entre o polimorfismo de HBGA,
resultando na mutagdo de FUT-2 e fenotipo ndo-secretor, e auséncia de gastroenterite por
rotavirus IMBERT-MARCILLE et al. 2014; PAYNE et al. 2015; ZHANG et al. 2016;
PEREZ-ORTIN et al. 2019). Entretanto, resultados conflitantes foram obtidos em um
estudo realizado na Tunisia que mostrou que rotavirus P[8] infecta tanto individuos
secretores como ndo secretores, € mais recentemente em Bangladesh, onde criangas ndo
secretoras ndo foram protegidas de diarreia causada por rotavirus P[8] (AYOUNI et al.
2015; LEE et al. 2018). Esta discrepancia indica a necessidade de realizagdo de mais
estudos populacionais com o intuito de melhor entender o papel dos fenétipos de HBGA
do hospedeiro na infeccdo por rotavirus. Além disso, os resultados observados nesses
paises ndo podem ser extrapolados para individuos de todas etnias de modo que estudos
em populagdes distintas devem ser conduzidos para determinar até que ponto a
susceptibilidade baseada no status secretor e o polimorfismo de FUT-2 e FUT-3 podem

variar entre diferentes grupos étnicos.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 BREVE HISTORICO

Por séculos, a diarreia aguda foi umas das principais causas de morte entre criangas
pequenas e, até 1973, nenhum agente etiolégico viral pode ser identificado em
aproximadamente 80% dos pacientes admitidos aos hospitais com diarreia aguda grave

(BISHOP, 2009).

Em 1973, Bishop e outros, em um hospital em Melbourne, Australia, em um projeto que
examinava cortes ultrafinos de mucosa duodenal de criangas com gastroenterite aguda,

utilizando microscopia eletronica, observaram a presenca de abundantes particulas virais
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nas células epiteliais das vilosidades (BISHOP et al. 1973). Também em 1973, Flewett e
outros, na Inglaterra, identificaram particulas virais semelhantes ao achado de Bishop em
fezes de criangas hospitalizadas com diarreia. O virus foi identificado como sendo uma
particula reovirus- “like "/orbivirus- “like ”, com grande semelhanga a virus previamente
envolvidos em casos de diarreia neonatal em camundongos e em bezerros (BISHOP et al.

1973; FLEWETT et al. 1973).

A particula viral recém descoberta foi inicialmente referida por vérias denominagdes tais
como reovirus- “like”, orbivirus- “like”, duovirus, virus da gastroenterite infantil, ou
simplesmente como um “novo” virus. A estrutura do virion em forma de roda que era
vista por microscopia eletronica foi responsavel pela escolha do nome rotavirus (do latim
rota, para roda) (Figura 1) (BISHOP, 2009). Os rotavirus humanos foram rapidamente
associados a descri¢des precedentes na literatura, como a de virus idénticos causadores
de diarreia grave em camundongos recém-nascidos (virus EDIM, “epizootic diarrhea of
infant mice”), em bezerros recém-nascidos (NCDV, “nebraska calf diarrhea virus”) e em
virus denominados SA11 (“simian agente” 11), identificados a partir de um “swab ” retal
de um macaco saudavel (ADAMS; KRAFT, 1963; MALHERBE; STRICKLAND-
CHOMLEY, 1967; MEBUS et al. 1969). Apo6s esta descoberta logo se tornou evidente
que os rotavirus eram uma das principais causas de diarreia aguda grave em bebes e
criangas menores de cinco anos de idade no mundo e em diversas espécies de mamiferos

€ aves.

Fonte: CDC, 1978.

Figura 1. Estrutura do rotavirus em forma de roda vista por microscopia eletronica de
transmissao apds contrastacao negativa.
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2.2 ESTRUTURA DO VIRION

A particula viral de rotavirus apresenta aproximadamente 100 nm de didmetro, sendo
desprovida de envelope. Possui capsideo de simetria icosaédrica e uma complexa
arquitetura composta de trés camadas de proteinas concéntricas, que envolvem um
genoma de 11 segmentos de RNA de dupla fita (RNAdJf), cujos tamanhos variam de 667
a 3.302 pares de base (pb) (Figura 2). Cada um dos 11 segmentos génicos codifica para
uma proteina, exceto o segmento 11, que codifica para duas proteinas ndo estruturais
diferentes (NSP5 e NSP6). Seis dos segmentos codificam proteinas estruturais (VPI,
VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7) e cinco segmentos génicos codificam proteinas nio
estruturais (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4 e NSP5/NSP6) (CRAWFORD et al. 2017) (Figura
2).
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Fonte: Adaptado de Crawford et al. (2017).

Figura 2. Esquema da estrutura do rotavirus e dos segmentos de RNAdf. A) Figura
esquematica da tripla camada proteica da particula do rotavirus. Esta estrutura consiste
da camada interna do capsideo (VP2), camada proteica intermediaria (VP6) e o capsideo
externo (VP7 e VP4). B) Perfil de migragao eletroforético dos 11 segmentos de RNAdf e
as proteinas correspondentes que sdo codificadas.

As trés camadas proteicas do virion sdo compostas pelas proteinas VP2, VP6, VP4 e VP7.

A camada mais interna, em torno do genoma, denominada cerne ou core, ¢ formada pela
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VP2, que interage com VP1 e VP3. As proteinas VP1 (RNA polimerase-RNA dependente
— RdRp) e VP3 (enzima responsdvel pelo “capping” do RNAm) encontram-se
diretamente ligadas aos segmentos de RNA genomico e formam o complexo da
polimerase. Sugere-se que uma copia de VP1 e VP3 estd associada a cada um dos 11
segmentos de RNA. A camada intermediaria corresponde ao capsideo intermedidrio e ¢
formada por VP6. Esta proteina ¢ a mais abundante do virion (devido a sua alta massa
molecular e nimero de copias) sendo o principal componente estrutural. Desempenha
papel central na estrutura da particula viral devido as suas interagdes com as proteinas do
capsideo externo e com VP2. O capsideo externo ¢ constituido pelas proteinas VP4 e
VP7. A VP7, principal constituinte da camada externa, ¢ uma glicoproteina célcio-
dependente que interage com VP4 e VP6, auxiliando na manuten¢do da estrutura do
virion. Além disso, possui epitopos que induzem a producdo de anticorpos neutralizantes
no hospedeiro. A proteina VP4 possui 60 espiculas por particula que estdo inseridas no
capsideo externo em contato com as moléculas de VP7 (PESAVENTO et al. 2006;
MCCLAIN et al. 2010). Esta proteina apresenta fungdes bioldgicas importantes como
adesdo e internalizacdo aos enterdcitos, atividade hemaglutinante e viruléncia (DUNN et

al. 1995; LUDERT et al. 1996).

O tratamento da particula viral com tripsina resulta na clivagem da proteina VP4 em dois
polipeptidios, VP8* e VP5*, que permanecem ligadas ao virion ndo covalentemente. O
peptideo VP8* forma a por¢ao globular da espicula e ¢ derivado da por¢do aminoterminal
de VP4, atuando na adsor¢do da particula viral a receptor da célula hospedeira. Estudos
recentes demonstram que o dominio VP8* de VP4 do rotavirus se liga a célula hospedeira
por meio de moléculas de sialoglicanos como os gangliosideos GM1 e GD1a e a antigenos

de grupo sanguineo (HBGA) (LOPEZ; ARIAS, 2004; HU et al. 2012; ARIAS et al. 2015).

2.3 CLASSIFICACAO

Baseado na similaridade entre a estrutura do capsideo, organizacdo do genoma e
estratégias de replicacdo, os rotavirus foram classificados em um género separado

(Rotavirus) dentro da familia Reoviridae. Diferencas nas propriedades antigénicas,
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sequéncias génicas e padrao do genoma ou perfil do RNA de rotavirus sdo utilizados

como base para uma classificagdo mais detalhada dentro do género (FIELDS, 2007).

Atualmente os rotavirus sdo classificados em dez diferentes espécies (A-J) baseado na
sequéncia e diferengas antigénicas da proteina VP6 (ICTV, 2020). Estas “espécies de
rotavirus” sdo comumente referidas como “grupos de rotavirus”. Os rotavirus
pertencentes as espécies A, B, C e H (RVA, RVB, RVC e RVH, respectivamente) estao
associadas a gastroenterite aguda em humanos e animais, enquanto que os rotavirus das
espécies D, E, F e G foram até entdo detectados somente em animais, principalmente em
aves (MATTHIJINSSENS et al. 2011). As duas mais novas espécies I e J de rotavirus
foram identificadas em fezes de cdes na Hungria e em morcegos na Sérvia,

respectivamente (MIHALOV-KOVACS et al. 2015; BANYAI et al. 2017).

Os rotavirus do grupo A sdo epidemiologicamente mais importantes que os demais
grupos sendo responsaveis por mais de 90% das infecgdes em humanos (BANYAI et al.
2018). Este grupo tem sido classificado com base em: i) propriedades antigénicas de VP6,
VP7 e VP4 (subgrupos, sorotipos G e sorotipos P, respectivamente); ii) padrao de
migracdo dos segmentos de RNA gendmico quando submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida, também chamado de -eletroferotipo (longo, curto, supercurto ou
eletroferotipo atipico); iii) padrao de hibridizagdo de RNA gendémico total (genogrupos);
e por fim iv) sequéncia nucleotidica dos genes que codificam para as proteinas VP4 e
VP7, determinando os genétipos P e G, respectivamente. Com a disponibilidade e
facilidade de aplicagdo das técnicas de reacdo em cadeia pela polimerase e de
sequenciamento, a caracterizacdo antigénica foi sendo substituida pelo sistema de

classificagdo baseado nos gendtipos P e G (MATTHIINSSENS et al. 2008a; 2011).

Em 2011, um novo sistema de classificagdo de rotavirus foi proposto pelo “Rotavirus
Classification Working Group” (RCWG), baseado ndo apenas na classificagdo binaria
dos genes VP4 e VP7, mas também na analise da sequéncia nucleotidica de todos os
demais nove segmentos génicos do RNAdf (Quadro 1) (MATTHIJNSSENS et al. 2008b;
MATTHIINSSENS et al. 2011). Este novo sistema designa um gendtipo para cada um
dos 11 segmentos de RNA gendmico do rotavirus, no qual as nota¢des Gx-P[x]-Ix-Rx-

Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx sdo utilizadas para os genes que codificam VP7-VP4-VP6-
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VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6,respectivamente (MATTHIINSSENS
et al. 2011). A letra “x” indica o nimero (algarismo arébico) do genotipo. Os niimeros
referentes aos gendtipos P devem ser escritos entre colchetes com o intuito de ndo
confundir com a classificacdo dos sorotipos P usada anteriormente, uma vez que estas
classificagdes ndo sdo correspondentes. Baseado nesta classificacdo, a maioria dos
rotavirus humanos detectados no mundo pertencem as constelagdes genotipicas
denominadas “Wa-like” (I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-HI) e “DS-1-like” (12-R2-C2-
M2-A2-N2-T2-E2-H2), também chamadas de genotipo 1 e 2, respectivamente. Uma
terceira constelacdo genotipica, observada em menor escala, ¢ referida como “AU-1 like”
(I3-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3) (MATTHIINSSENS; VAN RANST, 2012;
MCDONALD et al. 2009). Com base nesta classificacao, foram descritos até 0 momento
36 G, 51 P,261,22 R, 20 C,20 M, 31 A, 22 N, 22 T, 27 E, 22H (RCWG, 2020). A
utilizagdo deste novo sistema de classificagdo tem permitido a andlise de eventos de
reestruturacao (“reassortment”) entre cepas humanas e de origem animal ou com cepas
vacinais, além de conhecer a origem evoluciondria das cepas, elucidando se os segmentos
de RNA sdo originados de cepas protdtipos ou possuem origens diferentes (GHOSH;

KOBAYASHI, 2011).

Quadro 1. Gendtipos de rotavirus e denominacgdo com base nos 11 segmentos génicos do
virus com respectivos valores de corte da percentagem de identidade de nucleotideos (nt).

Valor de corte da
Gene identidade de Genotipos Denominacgio dos genodtipos

nucleotideos (%)

RNA polimerase-RNA

VP1 83 22R
dependente
VP2 84 20C Proteina do Cerne
VP3 81 20M Metiltransferase
VP4 80 51P Sensivel a Protease
VP6 85 261 Capsideo Interno
VP7 80 36G Glicoproteina
NSP1 79 31A Antagonista do Interferon

NSP2 85 22N NTPase
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NSP3 85 22T Potencializador da Traducao
NSP4 85 27E Enterotoxina
NSPS/NSP6 91 22H Fosfoproteina (“pHosphoprotein”)

Fonte: Adaptado de Matthijnssens et al. (2008b); RCWG, 29 maio. 2018.

2.4 ASPECTOS CLINICOS E PATOGENESE

A infeccdo por rotavirus em criangas pode induzir um amplo espectro de apresentacdes
clinicas, variando desde a uma infec¢do subclinica ou branda com diarreia aquosa de
duracdo limitada, a uma diarreia grave com vOmitos e febre que podem resultar em
desidratagio com choque, desequilibrio eletrolitico ¢ morte (BANYAI et al. 2018). O
periodo de incubagdo em criangas ¢ de 24 a 78 horas apos a infec¢do e em adultos entre
um a quatro dias. Em média, a infeccdo por rotavirus dura entre trés a sete dias.
Entretanto, casos mais graves ou infeccdo em individuos imunocomprometidos podem
durar algumas semanas a meses, ou até mesmo anos (BERNSTEIN, 2009; BANYAI et
al. 2018).

O resultado da infec¢do ¢ influenciado tanto por fatores virais quanto por fatores do
hospedeiro. O principal fator do hospedeiro que afeta o curso da infec¢ao ¢ a idade. Desta
forma, criangas menores ou iguais a trés meses de idade infectadas por rotavirus
raramente desenvolvem sintomas clinicos. Esta prote¢ao ¢ mediada principalmente pela
transferéncia transplacentaria de anticorpos maternos. A reducdo do titulo destes
anticorpos coincide com a idade de maior susceptibilidade das criangas ao rotavirus (3 a

24 meses) (GREENBERG; ESTES, 2009; RAY et al. 2007).

O rotavirus ¢ transmitido predominantemente pela via fecal-oral, principalmente pelo
contato proximo pessoa a pessoa, € contato com fomites contaminados, especialmente em
hospitais e servigos de cuidado ambulatoriais. A transmissdo do rotavirus por goticulas
no ar tem sido sugerida para explicar a radpida aquisi¢do de anticorpos anti-rotavirus nos
primeiros trés anos de vida, independentemente das condi¢des de higiene e sanitarias
(BUTZ et al. 1993; ANSARI et al. 1991). Entretanto, esta hipotese ainda ndo foi provada.

Criangas infectadas ou sintomdaticas comecam a excretar rotavirus nas fezes antes do
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inicio dos sintomas e podem excretar mais do que 10'°-10'! particulas de rotavirus por
grama de fezes, sendo necessarias menos de 10 particulas para infectar um hospedeiro
susceptivel (BISHOP, 1996). A grande quantidade de virus excretada ¢ provavelmente
uma das razdes para a dificuldade em reduzir significativamente a incidéncia da doenga
nos paises desenvolvidos, mesmo apds melhoras nas condi¢cdes de higiene

(GREENBERG; ESTES, 2009).

O rotavirus infecta e se replica nos enterdcitos maduros ndo proliferativos na por¢ao
média e no apice das vilosidades e nas células enteroendocrinas do intestino delgado
(SAXENA et al. 2015; HAGBOM et al. 2011; LUNDGREN; SVENSSON, 2001). A
diarreia causada pelo rotavirus ¢ ndo-inflamatoria e envolve mecanismos de ma absor¢ao
e secretorio, detalhados a seguir: (i) “diarreia osmotica” devido a ma absor¢ao, secundaria
aos danos nos enterdcitos ou morte celular, ou a diminuicdo das fungdes epiteliais de
absorcdo e (ii) “diarreia secretoria” devido aos efeitos da proteina NSP4 e ativagdo do
sistema nervoso entérico (BALL et al. 1996). Além disso, a secrecdo de 5-
hidroxitriptamina (5-HT; também conhecida como serotonina) mediada pela infec¢ao por
rotavirus pode ativar vias de sinalizagdo que podem induzir a diarreia e vOmitos

(HAGBOM et al. 2011).

Os principais mecanismos envolvidos na inducdo da diarreia e vomitos por rotavirus sao

descritos na Figura 3.
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Figura 3. Representag¢do esquematica dos principais mecanismos de indugdo da diarreia
e vOmito por rotavirus. A proteina ndo estrutural 4 (NSP4) ¢ liberada por enterocitos
infectados e estimula o aumento dos niveis de calcio intracelular que induz as células
enterocromafins (EC, um tipo de célula enteroenddcrina) a liberar a 5-hidroxitriptamina
(5-HT), um neurotransmissor que regula a motilidade gastrointestinal e induz a ndusea e
o vomito. A liberagdo de 5-HT pode induzir a diarreia devido a ativag@o de receptores de
5-HT nos nervos aferentes primarios que compdem o plexo mesentérico. A ativacdo dos
nervos do plexo mesentério aumenta a motilidade intestinal e ativa os nervos que
compdem o plexo submucoso, os quais estimulam a liberacdo do peptideo vasoativo
intestinal (VIP) de terminacdes nervosas adjacentes as células da cripta. Estes eventos
levam a diarreia pelo incremento dos niveis de cAMP, que resulta na secre¢ao de cloreto
de sddio (NaCl) e 4gua no limen intestinal. Além disso, a NSP4 secretada de enterocitos
infectados se liga a células do epitélio intestinal e sinaliza por meio da fosfolipase C um
aumento dos niveis de célcio intracelular, os quais ativam canais de cloreto dependentes
de célcio. Ativacdao destes canais causa secre¢do excessiva de ions cloreto no limen
intestinal, criando um gradiente osmotico que facilita o transporte de dgua dentro do
limen, levando a diarreia secretéria (ndo demonstrado na figura). A infec¢@o por rotavirus
e liberacdo do 5-HT mediada por NSP4 também ativa os nervos vagais que se ligam a
regides do cérebro associados a ndusea e vomito.
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2.5 EPIDEMIOLOGIA DOS ROTAVIRUS

Os rotavirus sdo ubiquos e praticamente todas as criangas entre trés e cinco anos de idade,
em ambito global e anterior a institui¢do da vacinagdo, ja apresentaram pelo menos um
episddio de diarreia por esse virus (GURWITH et al. 1981; VELAZQUEZ et al. 1996).
As infecgdes por rotavirus sdo a principal causa de diarreia aguda grave em criangas
menores de cinco anos de idade mundialmente e dados de 2003 estimam que 114 milhdes
de casos de infeccdo por rotavirus foram reportados em criangas dessa faixa etaria no
mundo, dos quais 24 milhdes necessitaram de atendimentos ambulatoriais e 2,3 milhdes
requereram hospitalizagdo (PARASHAR et al. 2003). Antes da introducdo das vacinas, a
gastroenterite causada por rotavirus causava mais de 500.000 mortes em criangas
menores de cinco anos de idade no mundo anualmente (TATE et al. 2012). Mesmo na era
pds-vacinal, o rotavirus permanece como o agente etiologico de diarreia que mais mata
criangas menores de cinco anos de idade no mundo. Em 2016, estima-se que 128.515
criangas abaixo de cinco anos de idade no mundo morreram devido & infeccdo por

rotavirus (TROEGER et al. 2018).

Embora a prevaléncia da infec¢do por rotavirus em criangas hospitalizadas com diarreia
seja similar mundialmente (~30 a 50%), mais de 90% das criangas com doenga fatal por
rotavirus vivem em paises em desenvolvimento (principalmente da Africa Subsaariana e
continente Asiatico), o que ¢ justificado provavelmente devido ao acesso limitado a
servicos de saude, indisponibilidade da terapia de reidratacdo e a uma alta prevaléncia de

comorbidades, tal como desnutri¢ao, nestas localidades (TATE et al. 2016).

A infec¢do por rotavirus demonstra um padrdo sazonal distinto em regides de clima
temperado com picos epidémicos ocorrendo predominantemente no outono e meses de
inverno do ano. A natureza sazonal ndo ¢ universal e em geral em paises de clima tropical
a infec¢@o ocorre ao longo de todo o ano, embora, em algumas ocasides, um aumento ¢é
registrado durante os meses mais frios e secos do ano (LEVY et al. 2009). Observa-se
ainda uma sazonalidade que se associa fortemente com o nivel de desenvolvimento
econdmico de um pais, sendo observado um padrdo de doenca mais sazonal em paises

desenvolvidos do que subdesenvolvidos (PATEL et al. 2013).
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Dentre os 36 gendtipos G e 51 genotipos P de rotavirus identificados, globalmente seis
genodtipos G (G1, G2, G3, G4, G9 e G12) e trés genodtipos P (P[4], P[6] e P[8])
predominam (GENTSCH et al. 2005; SANTOS; HOSHINO, 2005; MATTHIJINSSENS
et al. 2009).

Em 30 anos de periodo pré-vacinal, mais de dois tercos das infec¢des por rotavirus em
ambito global foram atribuidas a GIP[8] e 20% devido a G2P[4], G3P[8] e G4P[§]
(SANTOS; HOSHINO, 2005). Observa-se, no entanto, variacdo nos genotipos
circulantes por ano e regido. Na Africa, por exemplo, G1P[8] corresponde a apenas 23%

das infecgdes e na Asia a 30% (SEHERI et al. 2017; GIRI et al. 2018).

Um estudo retrospectivo recente de epidemiologia molecular avaliou a distribuicdo dos
genoétipos de rotavirus no Brasil antes (1996 a 2005) e ap6s a introducdo da vacina RV1
(2006-2017) (CARVALHO-COSTA etal. 2019). A circulagdo dos gendtipos de rotavirus
apresentou um padrdo ciclico com decréscimo significativo de deteccdo de P[8] no
periodo pds-vacinal e emergéncia de G2P[4] em 2005 com aumento desse gendtipo na
era pos-vacinal e disseminagdo de G12P[8] em 2014-2015 e de G3P[8] em 2017 (Quadro
2). Segundo os autores, neste cenario de vacinagao para rotavirus no Brasil hd necessidade
de uma vigilancia viral continua com o intuito de monitorar a circulagdo de gendtipos
distintos de rotavirus e outros virus entéricos como o norovirus (CARVALHO-COSTA

etal. 2019).

Quadro 2. Taxa de deteccdo dos distintos gendtipos de rotavirus no periodo pré e pos

vacinal no Brasil, 1996-2017.

Periodo pré-vacinal Periodo pos-vacinal
Genotipos de rotavirus
(1996 - 2005) (2006-2017)
G1P[8] / GIP[NT"] 417/855 (48.8%) 118/1835 (6.4%)
G2P[4] / G2P|NT] 47/855 (5.5%) 838/1835 (45.7%)
G3P[8] / G3P|NT] 55/855 (6.4%) 253/1835 (13.8%)
GIP[8] / GIP|NT] 238/855 (27.8%) 152/1835 (8.3%)
G12P[8] / G12P[NT] - 249/1835 (13.6%)

Fonte: Adaptado de Carvalho-Costa et al. (2019). ®N&o tipado.
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2.6 DIVERSIDADE GENETICA DE ROTAVIRUS

A heterogeneidade das cepas humanas de rotavirus pode influenciar o sucesso dos
programas de vacinagdo e esta diversidade pode ser gerada e aumentada principalmente
por quatro diferentes mecanismos: 1) acumulo de mutagdes pontuais (“genetic drift”’); 2)
reestruturacdes dos 11 segmentos génicos (“genetic shift” ou “reassortment”); 3)
rearranjos génicos (delegdes, duplicagdes e inser¢des) e 4) recombinagdo intragénica

(MATTHIJNSSENS et al. 2009; GHOSH; KOBAYASHI, 2011).

A ocorréncia de mutagdes pontuais ¢ um fendmeno frequente em rotavirus, devido a
natureza da RNA polimerase RNA-dependente. As taxas de mutacdes de rotavirus na
comunidade foram reveladas por Matthijnssens e colaboradores (2010) ao estudar as
sequéncias de VP7 de dois genotipos emergentes, G9 e G12. As taxas de mutagdes
estimadas foram 1,9 x 102 e 1,7 x 107 (substituicdes de nucleotideo/sitio/ano),
respectivamente, valores compardveis aos obtidos por outros virus de RNA
(MATTHIJNSSENS et al. 2010; GHOSH; KOBAYASHI, 2011). Apo6s a introdugdo da
vacina para rotavirus, surgiu a preocupagdo de que o acimulo de mutagdes pontuais nos
sitios antigénicos de VP7 e VP4 em cepas selvagens de rotavirus poderia resultar em
diminui¢do da eficicia das vacinas. Entretanto, um estudo conduzido no Brasil que
analisou cepas de rotavirus G1P[8] isoladas de diferentes estados brasileiros antes (1996
a 2006) e apos a introducao da vacina RV1 (2006 — 2013), concluiu que as diferencas
encontradas em sitios antigénicos de VP7 e VP8* ndo estavam associadas ao uso
extensivo da vacina RV1 e que algumas substituicdes de aminoacidos detectadas apds a
introducdo da vacina estavam também presentes em cepas isoladas nas décadas de 1980
e 1990 (SILVA et al. 2015). Os resultados desse estudo sdo similares aos achados de
Hemming e Vesikari (2013), que demonstraram em um periodo de estudo de 20 anos que
a vacinacdo em massa com a vacina RVS5 na Finlandia ndo influenciou a diversidade
genética das proteinas de VP7 e VP4 de cepas de G1P[8] (HEMMING; VESIKARI,
2013). Portanto, at¢ o momento ndo ha evidéncias que suportam a hipdtese de que a
vacinagdo para rotavirus leva a um aumento de cepas circulantes de rotavirus com “drift”
sendo mais provavel que as diferencas de aminoacidos em cepas de rotavirus sejam

resultado do processo evolucionario normal (BUCARDO; NORDGREN, 2015).
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A reestruturacdo € uma caracteristica comum aos virus segmentados de RNA como
rotavirus e consiste na troca de segmentos génicos entre dois ou mais virus similares
durante a coinfec¢do de uma unica célula hospedeira (Figura 4). No caso de rotavirus,
esta troca ocorre entre dois ou mais segmentos génicos de duas cepas (humana-humana,
humana-animal ou animal-animal) gerando uma progénie hibrida contendo segmentos

provenientes das duas cepas de origem (GHOSH; KOBAYASHI, 2011).

Rotavirus do Grupo A | | Rotavirus do Grupo A

Humano ou Animal Humano ou Animal
X
Replicacio e Coinfec¢cdao em hospedeiro humano ou animal
morfogénese
viral

Progénie hibrida de Rotavirus do Grupo A com reestruturacio

Fonte: Adaptado de McDONALD et al. (2016).

Figura 4. Figura representativa do evento de reestruturagdo em rotavirus do grupo A.

A incidéncia da reestruturacdo ¢ influenciada pela frequéncia de coinfec¢des e pela
diversidade genética das cepas circulantes de rotavirus na populagdo. Em paises em
desenvolvimento, onde esses fatores coexistem, a ocorréncia de eventos de reestruturagao
¢ maior (taxas maiores que 20%) do que em paises desenvolvidos (taxas menores do que
5%), provavelmente devido a fatores ambientais e ligados ao hospedeiro como precérias
condi¢des de saneamento e higiene, imunodeficiéncias, coinfec¢cdes com parasitos, além
do estreito contato entre 0 homem e os animais. Todos esses elementos proporcionam a
ocorréncia de infecgdes mistas e, consequentemente, aumentam a chance dos virus
sofrerem reestruturacdes (COOK et al. 2004; GHOSH; KOBAYASHI, 2011; PATTON,

2012). Numerosos estudos de epidemiologia molecular revelaram que algumas cepas de
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rotavirus humanas podem ter sido originadas de reestruturagdes entre cepas humanas e
animais de rotavirus (SANTOS; HOSHINO, 2005; MATTHIJNSSENS et al. 2008a;
MARTELLA et al. 2010). Além disso, estudos de vigilancia de rotavirus demonstraram
que alguns genétipos emergentes que apresentaram disseminacdo global, como o G9, e
mais recentemente o genotipo G3P[8] “equine-like”, foram gerados por este mecanismo
de evolugdo (RAMACHANDRAN et al. 2000; LAIRD et al. 2003; MATTHIJINSSENS
et al. 2010; ARANA et al. 2016; KIKUCHI et al. 2018).

De acordo com Bucardo e Nordgren (2015), tendo em vista a habilidade de rotavirus de
realizar eventos de reestruturacdo, ¢ possivel que a utilizagdo ampla das vacinas RV1 e
RVS5 possa levar a emergéncia de cepas vacinais/selvagens reestruturadas. Evidéncias
deste fenomeno foram observadas pela primeira vez em um estudo na Nicaragua, onde
cepas de rotavirus G1P[8] isoladas de duas criangas vacinadas que apresentaram
gastroenterite grave apresentaram a sequéncia do gene NSP2 idéntica ao gene NSP2
bovino da RotaTeq (BUCARDO et al. 2012). De maneira similar, esse tipo de
reestruturacao foi também observado no Brasil, onde uma cepa de rotavirus G1P[6]
isolada de uma crianga vacinada com RV1 continha o gene VP1 provavelmente derivado

de uma cepa vacinal RV1 (ROSE et al. 2013).

Os rearranjos representam alteragdes na sequéncia de um Unico segmento gendmico,
algumas vezes na forma de dele¢do ou mais frequentemente como duplicacio, causando
uma mudanga radical no tamanho de um segmento de RNA, que pode ser geralmente
evidenciada por meio da visualizacdo do perfil eletroforético dos rotavirus em
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). Este tipo de mecanismo ocorre
principalmente com genes nao estruturais de rotavirus e foi descrito em rotavirus isolados
de criangas imunodeficientes e de humanos e animais imunocompetentes. Entretanto, a
contribui¢do deste mecanismo para diversidade genética de rotavirus ¢ baixa em
comparagdo aos dois mecanismos descritos anteriormente (PEDLEY et al 1984;

DESSELBERGER, 1996; GHOSH; KOBAYASHI, 2011).

A recombina¢do homoéloga ¢ considerada rara em rotavirus devido ao seu genoma de
RNAdf segmentado e os seus mecanismos de transcri¢do e replicacdo de polimerase.

Entretanto, evidéncias deste fendmeno tem sido descritas por alguns estudos (PHAN et
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al. 2007; MARTINEZ-LASO et al. 2009; ESONA et al. 2017; JING et al. 2018). Um
estudo recente amplo que avaliou 23.627 sequéncias gendmicas completas de rotavirus,
encontrou 109 ocorréncias de recombina¢do homoélogas das quais ao menos onze
prevaleceram em varios isolados sequenciados. Ao contrario do entendimento
predominante, os resultados sugerem que a recombinacdo pode ser um elemento
significativo na evolu¢do do rotavirus e pode influenciar na diversidade de cepas

circulantes (HOXIE; DENNEHY, 2020).

2.7 TRATAMENTO E PREVENCAO

A prevencao e o controle da gastroenterite por qualquer etiologia envolvem a adogdo de
medidas gerais como consumo de 4gua tratada, saneamento basico e descarte adequado
de dejetos humanos, lavagem de maos com 4gua e sabdo, aleitamento materno e o

tratamento apropriado da crianga acometida (CDC, 2015).

Além disso, considerando que as melhorias na higiene e condigdes sanitarias ndo sao
suficientes para reduzir significativamente os casos de rotavirus, a vacinagao contra esse
virus constitui a principal estratégia de prevengdo da doenca, sobretudo as formas graves,

que ocorrem principalmente em criangas de até dois anos de idade.

O tratamento da diarreia causada por rotavirus ¢ essencial e consiste na pronta reposi¢ao
de fluidos e eletrdlitos utilizando férmula de reidratacdo oral preconizada pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (60-75 mmol/L de s6dio) seja comercial ou
preparada em casa utilizando 4gua, agucar e sal. Estas formulas sdo primordiais para o
manejo de criancas sem desidratacdo, mas com episddios intensos e repetidos de vomitos
e/ou diarreia e para criangas com desidratagdo leve a moderada (DUGGAN et al. 2004;
CHURGAY; AFTAB, 2012). Fluidos intravenosos podem ser usados em casos de
desidratacdo grave, hiperemese, falha da terapia de reidratacdo oral ou grave desequilibrio
eletrolitico (CRAWFORD et al. 2017). Nao existe uma terapia antiviral para a infeccao
por rotavirus e a maioria dos estudos ainda estd em fase pré-clinica. A nitazoxanida,
medicamento utilizado no tratamento de helmintiases e protozodarios, tem sido avaliada

como possivel agente terapéutico em criangas com diarreia aguda por rotavirus, em que
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se observou redu¢do no tempo de diarreia e hospitalizagdo (ROSSIGNOL et al. 2006;
MAHAPATRO et al. 2017).

Desde 2006, duas vacinas de virus atenuado (RV1 e RVS), administradas pela via oral,
foram licenciadas em mais de 100 paises e pré-qualificadas pela OMS (BURNETT;
PARASHAR; TATE, 2018). A RV1 (GlaxoSmithKline, Rotarix®, Rixensart, Bélgica), é
uma vacina monovalente humana contendo a cepa RIX4414 de G1P[8] desenvolvida apos
passagens em cultivo celular de uma cepa selvagem de rotavirus (89-12) isolada de uma
crianga com gastroenterite por rotavirus (RUIZ-PALACIOS et al. 2006). No Brasil, a
RV1 foi introduzida no PNI em marco de 2006. E administrada em duas doses, a primeira
a partir de 1 més e 15 dias até 3 meses e 15 dias, e a segunda dose a partir de 3 meses e
15 dias até 7 meses e 29 dias (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). A RV5 (Merck and Co,
RotaTeq®, Westpoint, Pennsylvania) é constituida por cinco cepas humana-bovina
reestruturadas (designadas G1, G2, G3, G4 e P1A[8]), cada uma expressando diferentes
proteinas VP4 e VP7 no esqueleto da cepa bovina atenuada de rotavirus (WC3). Ela ¢
administrada em trés doses, aos 2, 4 ¢ 6 meses, sendo a primeira entre 6-12 semanas e as
subsequentes a intervalos de 4-10 semanas, completando-se o esquema até o maximo de
32 semanas (VESIKARI et al. 2006). O Quadro 3 mostra as vacinas de rotavirus

licenciadas no mundo até o momento.

Um recente estudo de revisdo sobre o impacto global da vacinagdo para rotavirus nas
hospitalizagdes por diarreia e morte de criangas menores de cinco anos de idade no
periodo de 2006-2019 concluiu que nesse grupo etario houve uma redugao média de 59%
nas hospitalizagdes por rotavirus, 36% nas hospitalizagdes por gastroenterite aguda
(GEA) e 36% na mortalidade por GEA. As redu¢des foram maiores em paises com baixa
mortalidade infantil, entre grupos etarios menores e em paises com alta cobertura vacinal
(BURNETT; PARASHAR; TATE, 2020). De fato, ensaios clinicos realizados em paises
da Africa e da Asia com altas taxas de mortalidade infantil mostraram que as vacinas RV1
e RV5 sdo menos eficazes nestes locais, atingindo percentuais entre 50 e 64% (ARMAH
et al. 2010, MADHI et al. 2010; ZAMAN et al. 2010). Revisdes sistematicas
subsequentes demonstraram eficacias varidveis de acordo com a regido com 90,6% em

paises desenvolvidos, comparado com 88,4% no Leste e Sudeste Asiatico, 79,6% na
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América Latina e no Caribe, 50% no Sul da Asia e 46,1% na Africa Subsaariana

(LAMBERTI et al. 2016).

As razdes exatas que explicam essa diferenga de eficacia sdo desconhecidas. No entanto,
alguns fatores podem contribuir para reduzir a eficicia dessas vacinas, tais como
coinfec¢do com outros virus entéricos ou helmintos no momento da vacinacdo, uso
concomitante da vacina para poliomielite, presenga de anticorpos maternos
transplacentarios, microbioma intestinal alterado, diferengas na expressdo de antigenos
de grupo sanguineo (HBGA) nestas populacdes, levando a uma menor resposta as
vacinas, entre outros (APPAIAHGARI et al. 2014; NORDGREN et al. 2014;
KAMBHAMPATI et al. 2016; TANIUCHI et al. 2016; HARRIS et al. 2017).

No Brasil, um estudo recente avaliou o impacto de 12 anos (2006-2018) do programa de
vacinagdo para rotavirus na hospitalizagdo e mortalidade por diarreia aguda. Observou-
se reducdo de 52,5% da taxa de hospitalizagdes por diarreia, de 68,4% para 32,5%
hospitalizagdes por 10.000 criancas menores de cinco anos de idade entre 2006 e 2018,
com decréscimo significativo na mortalidade por diarreia (-9,8%). A regido Nordeste

apresentou as maiores reducdes (-13,9%) (DE JESUS et al. 2020).
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Nome/tipo Fabricante Composiciao Gendtipo Doses Formulacao/estocagem

Globalmente licenciadas

Glaxo Smith Kline Monovalente, cepa humana Liquida
Rotarix (RV1) ' ' G1P[8] 2
(Bélgica) viva atenuada 2 - 8°C por 36 meses
Pentavalente, cepa o
) G1,G2,G3,G4 e Liquida
RotaTeq (RVS) Merck (EUA) reestruturada humana-bovina 3
. P1[8] 2 - 8°C por 24 meses
viva atenuada
Pentavalente, cepa Liofilizada
“Serum Institute of ' G1,G2,G3,G4 ¢
Rotasiil , reestruturada humana-bovina 3 < 25°C por 30 meses <40°C
India”, India e EUA ‘ G9
viva atenuada por 18 meses

Liquido congelado
, Monovalente, cepa humana
ROTAVAC Bharat Biotech, India GOP[11] 3 -20°C a longo prazo / 2—8
neonatal viva atenuada
8°C por 7 meses

Nacionalmente licenciadas

Lanzhou Lamb  “Lanzhou Institute of
S Monovalente, cepa de
Rotavirus Biological Products”, GI10P[12] 5 -

‘ carneiro viva atenuada
(LLR) China

) Monovalente, cepa humana
Rotavin-M1 POLYVAC, Vietnam ) GI1P[8] 2 -
viva atenuada

Licenciamento

> 100 paises, pré-

qualificada pela OMS

> 100 paises, pré-

qualificada pela OMS

[ndia, pré-qualificada

pela OMS

india e Palestina, pré-

qualificada pela OMS

China

Vietnam

Quadro 3. Caracteristicas das vacinas de rotavirus de virus vivo, orais, atualmente licenciadas (Fonte: Adaptado de Burnett; Parashar; Tate, 2018;

Burke et al. 2019).
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2.8 RELACAO DOS ANTIGENOS DE GRUPO SANGUINEO COM
SUSCEPTIBILIDADE A INFECCAO POR ROTAVIRUS E NOROVIRUS

Os HBGAs humanos sdo carboidratos complexos expressos em membranas plasmaticas
de células epiteliais dos tratos digestorio, genitourinario e respiratdrio e na forma soluvel
em fluidos biologicos como saliva (TAN; JIANG, 2014). Eles sdo sintetizados a partir de
moléculas de dissacarideos precursoras através da adi¢do consecutiva de
monossacarideos. A adicdo de cada monossacarideo ¢ catalisada por familias de
glicosiltransferases especificas. Quatro principais glicosiltransferases, a «o-1,2
fucosiltransferase (FUT-2), a a-1,3 ou a-1,4 fucosiltransferase (FUT-3) assim como as
enzimas A e B transferases (genes ABH) determinam os fendtipos de HBGA
Secretor/Nao secretor (com/sem antigeno H), Lewis (Lewis a, b, x e/ou y) e ABO (A, B
e/ou antigeno H), respectivamente (Figura 5) (LE PENDU; RUVOEN-CLOUET et al.
2020; JIANG; LIU; TAN, 2017).

O Galactose (Gal) Antigeno A
[J N-Acetilgalactosamina (GalNAc)
B N-Acetilglicosamina (GIcNAc) o3
o2
A Fucose (Fuc)
p3
Precursor Tipo | Antigeno H Tipo I/
Secretor (FUT2) A transferase

B3 @ (1,2) Fucosiltransferase

>

B3 |B transferase R

R 02 2°
Lewis negativo, ndo-secretor Lewis negatwo secretor B3
Lewis (FUT3/4)
1 o (1,3)oua (1,4) Fucos1ltransferase
ad iy R
Antigeno B
SDIB ﬁg)s g
R
a b
Lewis A (Le) Lew1s B (Le)

Lewis positivo, ndao-secretor Lewis positivo, secretor
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Fonte: Adaptado de RAMANI et al. (2016).

Figura 5. Esquema das vias de biossintese dos antigenos de grupo sanguineo do tipo 1
humanos (HBGA). A biossintese do antigeno H do tipo I envolve a adicdo de um residuo
de fucose (Fuc) na posi¢do a-1,2 do residuo terminal de galactose (Gal) do precursor tipo
I pela enzima a-1,2-fucosiltransferase (FUT-2). A modificagdo do antigeno H pelas
enzimas A- ou B-glicosiltransferases levam a geracdo dos antigenos A ou B,
respectivamente. O antigeno Le* ¢ sintetizado pela adi¢do de um residuo de Fuc nas
posigdes a-1,3 ou a-1,4 da cadeia terminal de N-Acetilglicosamina (GIcNAc) do
precursor tipo I pela enzima a-1,3/1,4 fucosiltransferase (FUT-3). A adi¢do de um residuo
de Fuc nas posi¢des a-1,3 ou a-1,4 do antigeno H tipo I pela enzima FUT-3 leva a geragao
de Le®. Individuos que possuem a enzima FUT-2 ndo funcional ndo podem expressar
fucose na posi¢do a-1,2 e sdo referidos como nao secretores.

A susceptibilidade genética a infec¢do por norovirus mediada pelos polimorfismos de
HBGA ¢ um fendmeno conhecido hd décadas e apesar das evidéncias cientificas sélidas
a respeito da associagdo entre a infec¢do por norovirus, particularmente pelo gendtipo
GIl.4, e o status secretor, o papel exato dos antigenos Lewis como mediadores de
susceptibilidade resta ser melhor esclarecido (THORVEN et al. 2005; CURRIER et al.
2015; NORDGREN; SVENSSON, 2019).

Somente ha menos de uma década o mesmo fendmeno foi sugerido para rotavirus (HU et
al. 2012; HUANG et al. 2012). Os rotavirus se ligam a receptores celulares mediados por
VP4 por meio de seu dominio VP8* de ligacdo a glicanos, presentes como residuos
terminais (sensiveis a sialidase) ou internos (resistentes a sialidases) de acido sidlico
(FUKUDOME et al. 1989; MENDEZ et al. 1993). A interagdo especifica entre rotavirus
e HBGAs tem sido demonstrada por estudos de ligacdo “in vitro” da proteina VP8*
recombinante com os antigenos A, B, H (secretor) e Lewis de diferentes fontes, incluindo
saliva humana, leite, oligossacarideos sintéticos e hemdcias (HU et al. 2012; HUANG et
al. 2012). O estudo da ligagdo a glicoconjugados ndo sialilados como HBGA trouxe
informagdes importantes da patogénese deste virus, como infecciosidade restrita de
rotavirus P[11] no periodo neonatal relacionada a modificacdo na cadeia de glicano
durante o desenvolvimento da crianca (RAMANI et al., 2013) e fendtipo ndo secretor
sugerido como de resisténcia a infec¢do por rotavirus IMBERT-MARCILLE et al. 2014;
PAYNE et al. 2015).
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Os estudos sobre polimorfismo génico para FUT-2 nas diferentes populagdes mundiais
tém demonstrado a grande diversidade de /oci polimorficos o que pode implicar em
fendtipos ndo secretores e secretores e em diferentes niveis de expressdo de HBGA e,
visto agora como receptor viral, influenciar na consequéncia da infeccao (KODA et al.
2001; MARIONNEAU et al. 2001; SHIRATO, 2011). Individuos que expressam o
antigeno H e que desse modo possuem a enzima FUT-2 ativa (secretores) representam a
maioria (~ 80%) da populagdo Europeia e da América do Norte e este fato explica as
razdes da predominancia de certos gendtipos P de rotavirus (por exemplo o P[8]) que
reconhecem os antigenos H. Por outro lado, o fenétipo Lewis positivo controlado pela
enzima FUT-3, presente em aproximadamente 90% da populacdo em geral, apresenta
taxas muito menores em algumas populacdes latino-americanas e africanas (~ 32%),
resultando em altas taxas de fenotipo Le?~®~ (Lewis negativo) nestas regides (BUCARDO
et al. 2009; NORDGREN et al. 2013; CORVELO et al. 2013). Este dado pode explicar a
alta prevaléncia de rotavirus P[6] (que ndo reconhece o antigeno Lewis) na Africa
comparada ao resto do mundo (LE PENDU; NYSTROM; RUVOEN-CLOUET, 2014;
KAMBHAMPATI et al. 2016; JIANG; LIU; TAN, 2017).

Alguns estudos tém demonstrado que a interacdo de VP8* com os HBGA ¢ especifica
para o gendtipo P de modo que tem sido observado ligacdo de P[4] e P[8] a Le® ¢
antigenos H tipo 1 (fenotipo secretor Lewis positivo), enquanto que P[6] se liga somente
aos antigenos H tipo 1 (HUANG et al. 2012) e ainda, tem sugerido que individuos nao
secretores € Lewis negativos sdo resistentes a infec¢do por rotavirus P[8] (IMBERT-

MARCILLE et al. 2013; NORDGREN et al. 2014; ZHANG et al. 2016; GUO et al. 2020).

A associagdo entre a infec¢@o por rotavirus, status secretor e o fenotipo Lewis tem sido
demonstrada por estudos epidemiologicos realizados em diferentes paises. A maioria
desses estudos esté relacionada a susceptibilidade genética a infeccdo pelo gendtipo P[8]
de rotavirus e t€ém demonstrado que criangas com o fen6tipo secretor de HBGA sdo mais
susceptiveis a infecgdo por rotavirus deste gen6tipo (IMBERT-MARCILLE et al. 2013;
TRANG et al. 2014; PAYNE et al. 2015). Recentemente, estudos epidemiologicos
realizados com criangas na Asia (Taiwan e China) e na Europa (Espanha) demonstraram
que o fenotipo secretor também ¢ um fator genético independente associado ao risco de

infeccdo por rotavirus. Além disso, esses estudos mostraram que o fendtipo Lewis
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positivo estava associado a um risco aumentado de infecc¢do por rotavirus (ZHANG et al.

2016; YANG et al. 2017; PEREZ-ORTIN et al. 2019).

De forma geral, esses dados indicam que os ndo-secretores estdo protegidos da infeccio
por rotavirus. Entretanto, ¢ possivel que haja diferencas relacionadas a populacdes
especificas pois resultados contraditorios foram observados na Tunisia, onde a infec¢do
por P[8] foi detectada em ambos secretores e ndo secretores (AYOUNI et al. 2015), e
mais recentemente em Bangladesh, onde criancas ndo secretoras ndo foram protegidas da

diarreia causada pelo gendtipo P[8] (LEE et al. 2018).

A influéncia que o perfil de HBGA possui na eficécia das duas principais vacinas (RV1
e RVY5) disponiveis para rotavirus tem sido objeto de estudos recentes. Como as vacinas
RV1 e RVS5 sdo constituidas de virus atenuado e contém o genotipo P[8] existe a hipotese
de que os fendtipos de HBGA possam afetar a replicacdo das vacinas no intestino, similar

ao que ¢ observado na infec¢do natural pelo mesmo genotipo.

Essa hipotese foi testada por meio da medi¢do da soroconversao de imunoglobulina A
(IgA) e/ou excregdo da cepa vacinal em relagdo aos HBGAs (BUCARDO et al. 2018;
BUCARDO et al. 2019; KAZI et al. 2017; ARMAH et al. 2019; POLLOCK et al. 2019).
Todos os estudos observaram uma menor propor¢ao de soroconversao em nao-secretores

comparado aos secretores.

Com excecdo de um estudo na Nicaragua, onde criancas com o fendtipo Lewis A
apresentaram menor soroconversao apos administracdo de RV1 e RV5 (BUCARDO et
al. 2018), nenhum estudo mostrou efeito forte dos fendtipos Lewis na resposta vacinal.
Estudos avaliando a influéncia dos HBGAs na excregdo da cepa vacinal demonstraram
que individuos secretores apresentaram uma propor¢ao maior de excrecdo vacinal em
comparagdo aos ndo secretores, indicando que o perfil de HBGA pode influenciar na
susceptibilidade vacinal e consequentemente na eficicia das vacinas (BUCARDO et al.

2019; POLLOCK et al. 2019; CANTELLI et al. 2020a).

Por fim, a maior parte das evidencias acumuladas até o momento apontam que o fen6tipo

secretor estd associado a uma maior resposta vacinal para RVI1, medida pela
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soroconversao de IgA e/ou excrecdo da cepa vacinal. Entretanto, estudos ainda sdo
necessarios para avaliar se a diminui¢do da resposta vacinal mediada pelos HBGAs se

traduz em mais falhas vacinais.
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3 JUSTIFICATIVA

Os rotavirus e norovirus constituem os principais agentes de diarreia aguda no mundo,
causando doenga especialmente na populagcdo pediatrica. O rotavirus € o principal
responsavel pelos casos de hospitalizagao e morte por diarreia entre criangas menores de
cinco anos no mundo e a melhor forma de prevenir a infeccdo consiste na utilizagdo de
vacinas. Desde 2006, duas vacinas de uso oral (RV1 e RV5) tem reduzido drasticamente
o numero de casos graves e mortes associadas ao rotavirus no mundo (BURNETT;
PARASHAR; TATE, 2018). No entanto, o uso em massa da vacina monovalente G1P[§]
pode exercer pressdo imunologica e favorecer a sele¢do de combinagdes especificas de
gendtipos G e P e influenciar a diversidade de cepas circulantes (SILVA et al. 2017;
ROCZO-FARKAS et al. 2018; GUTIERREZ et al. 2020). Esse cenario epidemiologico
desafiador de vacinagdo em massa e constante flutuacdo temporal de genotipos de
rotavirus demanda uma vigilancia continua da circulagdo do rotavirus na populagdo
infantil com o intuito de avaliar os impactos da vacinagdo em massa € monitorar a

emergéncia de novos genodtipos.

As vacinas RV1 e RVS5 apresentam eficécia varidvel conforme a localizagdo geografica
da populacdo. Estudos recentes tém relacionado essa variagdo a variabilidade de
expressdo dos HBGAs nas populagdes, os quais conferem susceptibilidade diferencial ao
rotavirus e também as cepas vacinais dependendo do antigeno expresso (RAMANI et al.
2016; KAZI et al. 2017). Similar ao observado para os norovirus, os estudos realizados
até o momento t€ém demonstrado uma associagdo entre fendtipos secretores de HBGA e
doenga por rotavirus (PAYNE et al. 2015; YANG et al. 2017). No entanto, pode haver
divergéncias neste padrdo relacionadas ao polimorfismo de HBGA em populacdes
especificas. No Brasil, cuja populacdo ¢é etnicamente ampla e, portanto, com possibilidade
de variagdes na expressdo de HBGA, a associagdo entre os fenotipos de HBGA e a
infec¢do por rotavirus necessita ser melhor estudada. O estudo de caracterizagcdo dos
fenotipos de HBGA em criangas com diarreia aguda podera servir de base para estudos

futuros no Brasil de avaliagdo da efic4cia vacinal baseada no HBGA.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Determinar os genotipos de rotavirus em criangas com gastroenterite aguda e avaliar a
associacdo dos fendtipos de antigenos de grupo sanguineco (HBGA) com a

susceptibilidade a infec¢do por rotavirus e norovirus.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Investigar se a infec¢do por rotavirus estd sendo causada por genétipos G e P ndo
incluidos na cepa vacinal e/ou emergentes;

2. Analisar se os genes VP4 e VP7 de rotavirus estudados se associam
filogeneticamente a cepas isoladas no Brasil e no mundo;

3. Investigar se os genes VP4 e VP7 de rotavirus apresentam eventos de
reestruturacdo com cepas vacinais, cepas prototipos ou com estirpes de origem
diferentes.

4. Avaliar quais fendtipos de HBGA estdo associados a infeccdo por rotavirus e
norovirus;

5. Avaliar os polimorfismos em FUT3 que ocorrem nas criangas com fenotipo Lewis

negativo de HBGA;



41

S DADOS COMPLEMENTARES

Para um melhor entendimento, os resultados referentes aos quartos e quinto objetivos
especificos estdo descritos no manuscrito publicado intitulado “FUT2, secretor status and
FUT3 polymorphisms of children with acute diarrhea infected with rotavirus and
norovirus in Brazil” (Anexo 3). Parte dos dados sobre genotipos de norovirus inseridos
no artigo citado acima e dados epidemioldgicos foram publicados no artigo intitulado
“Detection and molecular characterization of the novel recombinant norovirus GII.P16-

GII.4 Sydney in Southeastern Brazil in 2016” (Anexo 4).

Serdo apresentados a seguir resultados do estudo que ainda ndo foram publicados e que
fazem parte de manuscrito em elaboragdo, contemplando o primeiro, segundo e terceiro

objetivos especificos.

5.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS
5.1.1 Obtencdo das amostras e aspectos éticos do estudo

Foram obtidas 307 amostras de fezes por eliminagdo espontanea de criangas de ambos 0s
sexos, com até 11 anos de idade, com sinais e sintomas clinicos de gastroenterite aguda.
A coleta foi realizada nos periodos de outubro de 2014 a julho de 2016 e setembro de
2017 a setembro de 2018. As amostras foram obtidas de criangas atendidas
principalmente no pronto socorro e enfermarias do Hospital Estadual Infantil Nossa
Senhora Gloria (HINSG) ¢ no Pronto Atendimento de Sao Pedro (PASP) (N = 273)
(Tabela 1). Nesses locais, as amostras foram coletadas diariamente, no periodo da manha
e da tarde, pelos estudantes de doutorado que desenvolveram a pesquisa, Débora Maria
Pires Gongalves Barreira e Marco André Loureiro Tonini e estagiarios do estudo. Um
pequeno nimero de amostras foi obtido de forma esporadica do Pronto Atendimento da
Praia do Sua (PAPS), Pronto Socorro do Vitoria Apart Hospital e do Hospital
Universitario Cassiano Antonio de Moraes (HUCAM). Também foram utilizadas
amostras de fezes encaminhadas por servigos de satide ao Laboratorio Central de Saude
Publica do Espirito Santo (LACEN — ES) para investigacao de gastroenterite, obtidas no
periodo de outubro de 2014 a maio de 2015. Dois “swabs”” de mucosa bucal (gengiva e
bochecha) foram obtidos de 272 das 307 criangas das quais obtivemos as amostras fecais

(Tabela 1). Os “swabs” coletados foram inseridos em criotubos contendo 0,5 mL de TE
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1X (Tris 0,1IM/EDTA 0,01M- pH 7,0) e transportados ao Laboratério de Virologia e
Gastroenterite Infecciosa da Universidade Federal do Espirito Santo (LabViG - UFES)
sob refrigeracdo. As amostras fecais foram coletadas em frasco de coleta universal e
transportadas sob refrigeracdo ao LabViG-UFES para entdo serem conservadas em

congelador a — 20°C até o momento da preparagdo da suspensio fecal.

Tabela 1. Distribui¢cao do nimero de amostras fecais e “swabs” bucais obtidos de

criangas com diarreia por local de coleta.

Locais de coleta Fezes “Swabs” bucais

N (%) N (%)
HINSG 153 (49,8) 149 (54,7)
PASP 120 (39,1) 115 (42,3)
PAPS 07 (2,3) 03 (1,1)
HUCAM 04 (1,3) 04 (1,5)
LACEN 21(6,9) 0 (0)
Vitéria Apart Hospital 02 (0,6) 01 (0,4)
Total 307 272

Foi aplicado questionario ao responsavel pela crianga para obten¢do de informacdes
referentes aos pacientes como idade, sexo, local de residéncia, sinais e sintomas clinicos
e vacinagdo prévia para rotavirus (niimero de doses, tipo de vacina e lote) (Anexo 2).

Este projeto obteve aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias
da Satde da Universidade Federal do Espirito Santo, em 06 de novembro de 2015, parecer
namero 1.312.166 (Anexo 1). Os espécimes clinicos foram coletados apds obtengdo de
consentimento livre e esclarecido por parte do responsavel e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O TCLE nao foi utilizado em relagdo as
amostras obtidas via LACEN-ES, por fazerem parte de uma estratégia de vigilancia em

doenca diarreica aguda.
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5.1.2 Distribuicao de amostras de fezes e casos de rotavirus de acordo com a idade
das criancas infectadas, local e ano de coleta

A distribui¢@o dos casos positivos para rotavirus conforme a idade das criangas pode ser
observada na Tabela 2. A idade das criangas infectadas com rotavirus variou de 1 més a
10 anos, média de 33 meses. A distribuicdo de casos positivos em relagdo aos locais de
coleta e nimero de amostras coletadas pode ser observada na Tabela 3. Somente no
HINSG e no PASP foram detectadas criangas infectadas por rotavirus (Tabela 3). O
nimero de amostras fecais coletadas durante os anos de estudo com o respectivo numero

de amostras positivas para rotavirus pode ser visualizado na Tabela 4.

Tabela 2. Frequéncia de criangas infectadas por rotavirus de acordo com a idade.

Total

Idade amostras R(l)\;z;;f/lr)us
(%) ’
Até 12m 105 (34,2) 9(8.5)
>12m-2a 97 (31,6) 90,2
>2a-5a 67 (21,8) 13 (19,4)
>5a 38 (12,4) 5(13,1)
Total 307 36

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

Local de coleta Total amostras Rotavirus
° N (%) N (%)
HINSG 153 (49,8) 14 (9,1)
PASP 120 (39) 22 (18,3)
Outros* 34 (11) 0
TOTAL 307 36 (11,7)

* Estdo incluidas as amostras do HUCAM, LACEN-ES, PAPS e Vitoria Apart Hospital.

Tabela 4. Total de amostras coletadas por ano e nimero de casos positivos de rotavirus.

Total amostras Rotavirus

Ano N (%) N (%)
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2014 12 (4) 5 (41,6)
2015 68 (22,1) 2(2,9)
2016 122 (39,7) 21(17,2)
2017 22 (7,2) 2(9,1)
2018 83 (27) 6(7,2)
TOTAL 307 36 (11,7)

5.1.3 Principais sinais e sintomas clinicos

Tabela 5. Informagdes clinicas de criangas infectadas por rotavirus em

comparagdo ao grupo controle negativo

Informacées clinicas Rotavirus+ Rotavirus/Norovirus-
¢ N (%) N (%)

Diarreia 35(97,2) 184 (100)

Vomito 29 (80,5) 110 (59,7)

Febre 23 (65,7)* 133 (72,2)

Sintomas respiratorios 22 (61,1) 106 (57,6)

Dor abdominal 24 (66,6) 102 (55,4)

Total 36 184

* Informag@o sobre apresentagdo de febre ndo obtida para um paciente. Legenda:
Rotavirus+, criangas infectadas por rotavirus; Rotavirus/Norovirus-, criangas negativas

para rotavirus e norovirus.

5.2 GENOTIPAGEM DE ROTAVIRUS

O gene VP7 das amostras positivas para rotavirus detectadas por ensaio imunoenzimatico
ou qPCR foram amplificados para posterior caracteriza¢do do genotipo G. Os iniciadores
e as condigdes de amplificagdo utilizados na amplificagdo do gene VP7 foram descritos
por Gouvea e outros (1990) (Quadro 4). A PCR foi realizada no termociclador Veriti®
Thermal Cycler (Applied Biosystems®).
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Quadro 4. Iniciadores utilizados para amplificagdo dos fragmentos dos genes VP7 de

rotavirus.
Sequénci Tamanho do
Gene Iniciadores fsq,"e';f;a amplicon Referéncia
(pb)
Beg9 (Forward)  GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG
VP7 1062 Gouvea et al. (1990)
End9 (Reverse) GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG

A combinag¢do de gen6tipos G e P de rotavirus encontrados nas criangas com diarreia e a

distribuicdo em relag@o ao local de coleta podem ser observados na Tabela 6.

Tabela 6. Frequéncia dos gen6tipos G e P de rotavirus detectados nas criangas com
diarreia de acordo com os locais de coleta.

Local de coleta

Genétipo N (%)

HINSG PASP Total
G12P[8] 6 (46.1) 11(50) 17 (48.6)
G?P[8] 3(23,1) 9 (41) 12 (34,3)
G2P[4] 2 (15.4) 0 (0) 2(5.7)
G3P[8] 2 (15.4) 2(9) 4(11,4)
Total 13 37) 22 (63) 35 (100)

5.2.1 Distribuig¢do dos gendtipos de rotavirus de acordo com o més de coleta

10

DWW R N N
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* Ndo houve coleta de amostras no periodo de agosto de 2016 a agosto de 2017.
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Grafico 1. Distribui¢do dos genoétipos de rotavirus de acordo com o més de coleta.

5.2.2 Sequenciamento e andlise filogenética de VP4 e VP7

Os amplicons de 876 pb (VP4) e 1062 pb (VP7) pb obtidos na PCR foram purificados
utilizando a enzima ExoProStar™ (GE Healthcare). Os produtos de PCR purificados
foram sequenciados utilizando o kit Big-Dye Terminator v1.3 Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit (Applied Biosystems) em sequenciador ABI Prism 310 Genetic Analyzer
utilizando os iniciadores “forward” (4con3 para VP4 e Beg9 para VP7) utilizado nas
reacdes de amplificacdo. A condi¢des da reacdo de sequenciamento estdo descritas no
Quadro 5. A purificacdo dos produtos de reagdo do sequenciamento foi realizada por

precipitagdo com etanol PA e EDTA (125mM, pH 8,0).

Quadro 5. Programa de amplificagdo utilizado na PCR para sequenciamento.

Temperatura °C | Tempo | N°de ciclos
96 1 min 1
95 10 seg
50 5 seg 35
60 4 min
72 10 min 1
4 <24h 1

As sequéncias de nucleotideos de VP4 e VP7 obtidas no estudo foram inicialmente
submetidas ao “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST) para verificagdo de
similaridade com outras sequéncias disponiveis no banco de dados do GenBank e
definicdo dos genoétipos G e P de rotavirus. Posteriormente, as sequéncias foram editadas
utilizando o programa “Sequence Scanner” v2.0 (Applied Biosystems) e alinhadas
utilizando o programa “SeaView” v.4.7 (GOUY et al. 2010). As sequéncias
correspondentes aos gendtipos G e P foram analisadas separadamente e comparadas entre
si e com sequéncias referéncias de cada gendtipo, assim como comparadas com as
sequéncias referéncias das cepas vacinais RV1 e RVS5 (Tabelas 7-11). As arvores

filogenéticas para as sequéncias de VP4 e VP7 foram construidas utilizando o programa
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MEGA versao 10.1.8 (KUMAR; TAMURA; NEI, 2004) pelo método neighbor-joining,
com a distancia genética calculada pelo modelo Kimura pardmetro utilizando 2000

pseudo-réplicas (Figuras 6 e 7).

Foram sequenciadas com sucesso os genes VP7 e VP4 de 21 (58,3%) e 33 (91,6%)
amostras, respectivamente. A maioria das amostras ndo sequenciadas para “G”
apresentaram baixa carga viral (Ct médio de 32), embora com as mesmas amostras
pudemos tipar o “P”. A analise filogenética das sequéncias de VP7 mostrou que as quatro
estirpes sequenciadas pertencentes ao genotipo G3 foram caracterizadas como o gendtipo
emergente G3P[8] “equine-like”. Nossas sequéncias foram geneticamente relacionadas
(99,2% a 100% de identidade de nt) a sequéncias G3P[8] “equine-like” previamente
detectadas no Brasil (MH569778, MT386426) e em outros paises como Eslovaquia
(MN203567), Espanha (KU550297), Japao (LC477366) e Taiwan (MF044092) (Figura
6 ¢ Tabela 8).

A analise filogenética das sequéncias de VP7 tipadas como G12 demonstrou que todas as
estirpes pertencentes ao genotipo G12 que circularam entre 2014 e 2016 em nosso estudo
se agruparam dentro da linhagem GIII (G12-IIT) e indicou que estas estirpes sdo
geneticamente relacionadas a cepas que circularam nas regides Nordeste ¢ Sudeste do
Brasil em 2014 (KP732442, KP732448 e KP732449) e em outros paises como Espanha
(MH171399), Estados Unidos (MF469406), Franca (KU291324) e Italia (KU048656),
com identidade de nucleotideos variando de 99,4% a 100% (Figura 6 e Tabela 7).

A andlise filogenética das sequéncias de VP4 demonstrou que todas as estirpes de P[8]
detectadas no estudo, tanto as que abrigaram o gendtipo G12 quanto o genotipo G3, se
agruparam na linhagem 3. Essas estirpes sdo geneticamente relacionadas (96,7% a 100%
de identidade de nt) a estirpes que circularam no Brasil (KY198355, MN366047,
MT386441) e em outros paises como Espanha (MHI171367), Estados Unidos
(MF469382), Italia (KU048603), Japao (LC477395) e Mogambique (KP222873) (Figura
7 e Tabela 10).
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Tabela 7. Percentual de identidade de nucleotideos entre algumas sequéncias de VP7 gendtipo rotavirus G12 do estudo (NR) (em realce cinza) em
comparagdo as sequéncias de VP7 de RV1 e RVS5 e sequéncias de G12 de estirpes coletadas no Brasil e em diferentes paises.

Identidade de nucleotideos

Sequéncias RVA G12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
NROI 1 ID  100,0% 100.0% 100.0% 99.8% 99.8% 99.8% 99.8% 100.0% 100.0% 99.6% 99.8% 99.8% 100,0% 99.8% 99.8% 99.8% 99.8% 71.1% 72.4%
NRO4 2 100,0% ID  100,0% 100,0% 99.8% 99.8% 99.8% 99.8% 100,0% 100.0% 99.6% 99.8% 99.8% 100.0% 99.8% 99.8% 99.8% 99.8% 71.1% 72.4%
NROS8 3 100,0% 100,0% 1D  100,0% 99.8% 99,8% 99.8% 99.8% 100,0% 100,0% 99,6% 99,8% 99.8% 100,0% 99.8% 99.8% 99.8% 99.8% 71,1% 72,4%
NR169 4 100,0% 100,0% 100,0% 1D  99.8% 99.8% 99,8% 99.8% 100,0% 100,0% 99,6% 99.8% 99.8% 100,0% 99.8% 99.8% 99.8% 99.8% 71,1% 72.4%
NR170 5 99.8% 99.8% 99.8% 99.8% ID  99,6% 99,6% 99,6% 99.8% 99.8% 99.4% 99.6% 99.6% 99.8% 99.6% 99,6% 99,6% 99,6% 70,9% 72.2%
NR174 6 99.8% 99.8% 99.8% 99.8% 99.6% ID  100,0% 100,0% 99.8% 99.8% 99.8% 99.6% 99.6% 99.8% 99.6% 99.6% 99.6% 99,6% 70.9% 72.2%
NRI182 7 99.8% 99.8% 99.8% 99.8% 99.6% 100,0% ID  100,0% 99.8% 99.8% 99.8% 99.6% 99.6% 99.8% 99.6% 99.6% 99.6% 99.6% 70.9% 72.2%
NR185 8 99.8% 99.8% 99.8% 99,8% 99,6% 100,0% 100,0% 1D  99.8% 99.8% 99.8% 99,6% 99,6% 99,8% 99.6% 99,6% 99,6% 99.6% 70,9% 72,2%
NR190 9 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 99.8% 99.8% 99.8% 99.8% ID  100,0% 99,6% 99,8% 99.8% 100,0% 99.8% 99.8% 99.8% 99.8% 71,1% 72,4%
NR196 10 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 99.8% 99.8% 99.8% 99.8% 100,0% 1D  99,6% 99.8% 99.8% 100,0% 99,8% 99.8% 99.8% 99.8% 71,1% 72.4%
NR202 11 99,6% 99,6% 99.6% 99.6% 99.4% 99.8% 99.8% 99.8% 99.6% 99.6% ID  99.4% 99.4% 99.6% 99.4% 99.4% 99.4% 99.4% 70,7% 72.0%
RVA/Human-wt/BRA/pe23464-14/2014/G 12P8 12 99.8% 99.8% 99.8% 99.8% 99.6% 99.6% 99.6% 99.6% 99.8% 99.8% 99.4% ID  99.6% 99.8% 99.6% 99.6% 99.6% 99.6% 71.1% 72.4%
RVA/Human-wt/BRA/mg23589-14/2014/G 12P8 13 99.8% 99,8% 99.8% 99.8% 99.6% 99.6% 99,6% 99.6% 99.8% 99.8% 99.4% 99.6% ID  99.8% 99,6% 99.6% 99,6% 99,6% 70,9% 72.2%
RVA/Human-wt/BRA/23641-14/2014/G12P8 14 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 99.8% 99.8% 99,8% 99.8% 100,0% 100,0% 99,6% 99.8% 99.8% ID  99.8% 99.8% 99.8% 99.8% 71,1% 72.4%
RV A/Human-wt/ESP/SS68016975/2016/G 12P[8] 15 99.8% 99.8% 99.8% 99.8% 99.6% 99,6% 99,6% 99.6% 99.8% 99.8% 99.4% 99.6% 99.6% 99.8% ID  100,0% 100,0% 100,0% 71,1% 72.4%
RVA/Human-wt/USA/SSCRTV_00080/2015/G12P[8] 16 99,8% 99.8% 99.8% 99.8% 99.6% 99,6% 99,6% 99,6% 99,8% 99.8% 99.4% 99,6% 99.6% 99,8% 100,0% ID  100,0% 100,0% 71,1% 72,4%
RVA/Hu-wtITA/PAS525/14/2014/G12P8 17 99.8% 99.8% 99.8% 99.8% 99.6% 99.6% 99.6% 99.6% 99.8% 99.8% 99.4% 99.6% 99.6% 99.8% 100,0% 100,0% ID  100,0% 71.1% 72.4%
RVA/Human-wt/FRA/Montpellier-R7934/2014/G12P[8] 18 99,8% 99.8% 99.8% 99.8% 99.6% 99,6% 99,6% 99,6% 99,8% 99.8% 99.4% 99,6% 99.6% 99,8% 100,0% 100,0% 100,0% 1D  71,1% 72,4%
RV A/Human-TC/USA /Rotarix/1988/G 1P8 19 71,1% 71,1% 71,1% 71,1% 70,9% 70.9% 70,9% 70.9% 71,1% 71,1% 70,7% 71,1% 709% 711% 71,1% 71,1% 71,1% 71,1% ID  73.8%
RV A/Vaccine/USA/RotaTeq-WI179-4/1992/G6P1A8 20 724% T24% T24% T24% T22% T22% T22% T22% T24% T2.4% T2.0% T2.4% T22% T2.4% T2.4% T2.4% T2.4% 712.4% 73.8% ID
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Tabela 8. Percentual de identidade de nucleotideos entre as sequéncias de VP7 genoétipo rotavirus G3 do estudo (NR) (em realce cinza) em
comparagdo as sequéncias de VP7 de RV1 e RVS5 e sequéncias G3 de estirpes coletadas no Brasil e em diferentes paises.

Identidade de nucleotideos

Sequéncias de RVA G3 1 > 3 1 5 5 7 2 9 10 1 B
NR232 1 ID 100,0% 100,0% 99,8% 99,8% 99,4% 99,4%  99,4% 99,4% 99,8% 77,7% 76,8%
NR283 2 100,0% ID 100,0% 99,8% 99,8% 99,4% 99,4%  99,4% 99,4% 99,8% 77,7% 76,8%
NR293 3 100,0% 100,0% ID 99,8% 99,8% 99,4% 99,4%  99,4% 99,4% 99,8% 77,7% 76,8%
NR302 4 99,8% 99,8%  99,8% ID 99,6% 99,2% 99,2%  99,2% 99,2% 99,6% 77,9% 77,0%
RVA/Human-wt/BRA/IAL-R645 Yarah/2016/G3P8 5 99.8%  99,8%  99,8% 99,6%  ID 99,6% 99,2%  99,2%  99,6% 99,6% 77,5% 76,6%
RVA/Human-wt/BRA/LVCA29060/2018/G3P8 6 994% 99,4%  99,4% 99,2% 99,6% 1D 98,8%  98,8% 99,2% 99,2% 77,4% 76,4%
RVA/human/SVK/2877/G3 7 994% 99,4%  99,4% 99,2% 99,2% 98,8% ID 100,0% 99,2% 99,6% 77,4% 76,8%
RVA/Human-wt/ESP/SS98244047/2015/G3P8 8 99,4% 99,4% 99,4% 99,2% 99,2% 98,8% 100,0% ID 99,2% 99,6% 77,4% 76,8%
RVA/human/JPN/Tokyo18-25/2018/G3P8(DS-1) 9 994% 99.4% 99,4% 99,2% 99,6% 99,2% 99,2%  99,2% ID 99,6% 77,5% 77,0%
RVA/Human-wt/TWN/2016/08-102-689221-25-7/G3P8 10 99,8%  99,8%  99,8% 99,6% 99,6% 99,2% 99,6%  99,6% 99,6%  ID 77,5% 77,0%
RVA/Vaccine/USA/RotaTeq-W179-4/1992/G6P1A8 11 77,7%  77,7%  T77,7% 779% 77,5% 77,4% 77,4% 77,4% 77,5% 77,5% 1D 73,8%
RVA/Human-TC/USA/Rotarix/1988/G1P8 12 76,8%  76,8%  76,8% 77,0% 76,6% 76,4% 76,8%  76,8% 77,0% 77,0% 73,8% 1D
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Tabela 9. Percentual de identidade de nucleotideos entre as sequéncias de VP7 genoétipo rotavirus G2 do estudo (NR) (em realce cinza) em
comparagdo as sequéncias de VP7 de RV1 e RVS5 e sequéncias G2 de estirpes coletadas no Brasil e em diferentes paises.

Sequéncias RVA G2

Identidade de nucleotideos

1 2 3 4 5 6 7 8 9
NR72 1 ID 90,1% 100,0% 99,8% 100,0% 99.2% 90,3% 71,2% 71,1%
NR180 2 90,1% ID 90,1% 90,3% 90,1% 90,5% 99,4% 71,1% 71,6%
RV A/Human-wt/CA-OB/3000814182/2017/G2P[4] 3 100,0% 90,1% ID 99,8% 100,0% 99,2% 90,3% 71,2% 71,1%
RV A IDK-5034/2013 glycoprotein 4 99,8% 90,3% 99,8% ID 99,8% 99,0% 90,5% 71,4% 71,1%
RV A/Human-wt/DOM/3000503734/2016/G2P[8] 5 100,0% 90,1% 100,0% 99,8%  ID 99,2% 90,3% 71,2% 71,1%
RV A/Human-wt/THA/SKT-138/2013/G2P[4] 6 99,2% 90,5% 99,2% 99,0% 99,2% ID  90,7% 71,1% 70,9%
RVA strain M1-223 outer capsid protein 7 90,3% 99,4% 90,3% 90,5% 90,3% 90,7% ID  70,7% 72,0%
RVA/Human-TC/USA/Rotarix/1988/G1P8 8 712% 71,1% 71,2% 71,4% 71,2% 71,1% 70,7% ID  73,8%
RVA/Vaccine/USA/RotaTeq-WI179-4/1992/G6P1A[8] 9 71,1% 71,6% 71,1% 71,1% 71,1% 709% 72,0% 73,.8% ID
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Figura 6. Arvore filogenética baseada nas sequéncias parciais de nucleotideos de VP7 de
cepas de rotavirus, Regido Metropolitana de Vitoria, ES. Cepas do estudo estao indicadas
por um circulo preto. As cepas de referéncia foram obtidas da base de dados do Genbank.
Valores de “bootstrap” (2000 replicas).
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Tabela 10. Percentual de identidade de nucleotideos entre algumas sequéncias de VP4 genoétipo rotavirus P[8] do estudo (em realce cinza) em
comparagdo as sequéncias de VP4 de RV1 e RVS5 e sequéncias P[8] de estirpes coletadas no Brasil € no mundo.

Sequéncias RVA P8

Identidade de nucleotideos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
RVA/BRA/2014/G12P8/ES_LVGI001 1 ID  99.6% 99.6% 99,6% 972% 97.2% 972% 97.2% 99.4% 100,0% 100,0% 99,8% 99,6% 99.8% 972% 97,2% 97.2% 97.2% 972% 97,0% 90,0% 93.6%
RVA/BRA/2016/G12P8/ES_LVGI166 2 996% ID  100,0% 100,0% 96,8% 96,.8% 96.8% 96,8% 99,1% 99.6% 99.6% 99.4% 100,0% 99.4% 96.8% 96,8% 96,8% 96.8% 96.8% 96,7% 89,6% 93,2%
RVA/BRA/2016/G12P8$/ES_LVGII70 3996% 100,0% ID  100,0% 96.8% 96,8% 96.8% 96,8% 99,1% 99,6% 99,6% 99.4% 100,0% 994% 96,8% 96.8% 96,8% 96,8% 96,8% 96,7% 89.6% 93,2%
RVA/BRA/2016/G12PS/ES_LVGI171 4 99,6% 100,0% 100,0% ID  968% 96,.8% 96.8% 96,8% 99,1% 99,6% 99.6% 99.4% 100,0% 99.4% 96.8% 96,8% 96,8% 96,8% 96.8% 96,7% 89,6% 93.2%
RVA/BRA/2018/G3P8/ES_LVGI232 5 972% 968% 96.8% 968%  ID  99.8% 99.8% 100,0% 97.5% 97.2% 97.2% 97.0% 96,8% 97,0% 99,6% 99.6% 99,6% 99,6% 99.6% 98.9% 90,0% 92,9%
RVA/BRA/2018/G3PS/ES_LVGI283 6 972% 968% 968% 96.8% 99.8% ID  100,0% 99.8% 97.5% 97,2% 97.2% 97.0% 96,8% 97,0% 99.4%  99.4%  994% 99.4% 99.4% 98.7% 89.8% 92,7%
RVA/BRA/2018/G3P8/ES_LVGI293 7 972% 96,8% 96,8% 96,8% 99.8% 100,0% ID  99.8% 97.5% 97.2% 972% 97.0% 96,8% 97.0% 994% 99.4% 99.4% 99.4% 99.4% 98,7% 89.8% 92,7%
RVA/BRA/2018/G3P$/ES_LVGI302 8 972% 96,8% 96,8% 96,8% 100,0% 99,8% 99.8%  ID  975% 97.2% 972% 97,0% 96,8% 97.0% 99,6% 99.6% 99,6% 99.6% 99,6% 98,9% 90,0% 92,9%
RV A/Human-wt/MOZ/21194/2011/G 12P[8] 9 994% 99,1% 99.1% 99,1% 97.5% 97,5% 97.5% 97.5% ID  99.4% 99.4% 993% 99,1% 99.3% 97.5% 97.5% 97,5% 97.5% 97.5% 97.4% 90,5% 93,7%
RVA/ITA/MEG50/14/2014/G12P8 10 100,0% 99.6% 99.6% 99,6% 97.2% 97.2% 972% 972% 994% ID  100,0% 99.8% 99,6% 99.8% 972% 972% 97.2% 972% 972% 97,0% 90,0% 93.6%
RV A/Human-wt/BRA/15-0470/2015/G12P[8] 11 100,0% 99.6% 99.6% 99,6% 97.2% 97.2% 972% 972% 99.4% 100,0% ID  99.8% 99,6% 99.8% 972% 972% 97.2% 972% 972% 97.0% 90,0% 93,6%
RV A/Human-wt/USA/SSCRTV_00082/2015/G12P[8] 12 99.8% 994% 994% 994% 97.0% 97.0% 97.0% 97,0% 993% 99.8% 99,8%  ID  994% 100,0% 97,0% 97.0% 97,0% 97.0% 97.0% 96,8% 89,8% 93,4%
RVA/Human-wt/BRA/RJ_25352/2016/G12P[8] 13 99.6% 100,0% 100,0% 100,0% 96,8% 96,8% 96,8% 96,.8% 99,1% 99.6% 99,6% 994% ID  994% 96.8% 96,8% 96.8% 96,8% 96.8% 96,7% 89,6% 93,2%
RV A/Human-wt/ESP/SS68016975/2016/G 12P[8] 14 998% 994% 99.4% 994% 97,0% 97.0% 97.0% 97.0% 99,3% 99.8%  99.8% 100,0% 994% ID  97.0% 97,0% 97.0% 97.0% 97.0% 96,8% 89,8% 93.4%
RV A/Human-wt/THA/MS2014-0134/2014/G3P[8] 15 972% 96.8% 96,8% 96,8% 99,6% 99.4% 99.4%  99,6% 97,5% 97.2% 972% 97.0% 96,8% 97.0% ID  100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 99,3% 90,0% 92.9%
RV A/Human-wt/HUN/ERN8263/2015/G3P[8] 16 972% 96.8% 96,8% 96,8% 99,6% 99.4% 99.4% 99,6% 97.5% 97.2% 97.2% 97,0% 96,8% 97,0% 100,0% ID  100,0% 100,0% 100,0% 99,3% 90,0% 92,9%
RV A/Human-wt/ESP/SS98242319/2015/G3P[8] 17 972% 96,8% 96,8% 96,8% 99.6% 99.4% 99.4% 99,6% 97.5% 97.2% 972% 97,0% 96,8% 97.0% 100,0% 100,0% ID  100,0% 100,0% 993% 90,0% 92,9%
RV A/Human-wt/TWN//G3P8/Taichung/105-401-D098/2016 18 97.2% 96,8% 96.8% 96,8% 99.6% 99.4% 994% 99.6% 97,5% 972% 972% 97.0% 96,8% 97,0% 100,0% 100,0% 100,0% ID  100,0% 99,3% 90,0% 92,9%
RV A/Human-wt/JPN/Tokyo17-45/2017/G3P[8](DS-1) 19 972% 96.8% 96,8% 96,8% 99,6% 994% 99.4%  99,6% 97.5% 97.2% 972% 97.0% 96,8% 97.0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% ID  99,3% 90,0% 92.9%
RV A/Human-wt/BRA/LVCA28841/2018/G3P8 20 97,0% 96,7% 96,7% 96,7% 98,9% 98,7% 98.7% 98.9% 97.4% 97,0% 97.0% 96.8% 96,7% 96,8% 993% 99.3% 993% 99,3% 993% ID  89,8% 92,9%
RV A/Human-TC/USA/Rotarix/1988/G1P8 21 90,0% 89,6% 89.6% 89.6% 90,0% 89,8% 89.8% 90,0% 90,5% 90,0% 90,0% 89.8%  89,6% 89,8% 90,0% 90,0% 90,0% 90,0% 90,0% 89.8% ID  90,5%
RVA/Vaccine/lUSA/RotaTeg-WI179-4/1992/G6P1A[8] 22 936%  932% 932%  93.2%  92.9% 92.7%  92.7%  92.9% 93.7%  93.6%  93.6%  934%  932%  93.4%  92.9%  92.9%  92.9%  92.9%  92.9% 92.9% 90.5% _ ID
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Tabela 11. Percentual de identidade de nucleotideos entre as sequéncias de VP4 gendtipo rotavirus P[4] do estudo (em realce cinza) em comparagao
as sequéncias de VP4 de RV1 e RV5 e sequéncias de P[4] de estirpes coletadas no Brasil e no mundo.

Identidade de nucleotideos

Sequéncias VP4 P4 " > 3 1 5 P 5 2
RVA/BRA/2015/G2P4/ES _LVGI072 1 ID 96,8% 99,1% 99,1% 97.2% 97,2% 85,5% 84,4%
RVA/BRA/2016/G2P4/ES _LVGI180 2 96,8% ID 96,7% 97,0% 99,6% 99,6% 85,5% 84,1%
RV A/Human-wt/DOM/3000503730/2016/G2P[4] 3 .99,1% 96,7% ID 98,9% 97,0% 97,0% 85,8% 84,8%
RVA/Human-wt/ETH/BD526/2016/G2P[4] 4 99,1% 97,0% 98,9% ID 97,4% 97,4% 85,8% 84,8%
RV A/13-103/CHN/2013/GxP[4] 5 97,2% 99,6% 97,0% 97,4% 1D  100,0% 85,5% 84,1%
RVA/Human-wt/HUN/ERNS5523/2012/G3P4 6 97,2% 99,6% 97,0% 97,4% 100,0% ID  85,5% 84,1%
RV A/Human-TC/USA/Rotarix/1988/G1P8 7 85,5% 85,5% 85,8% 85,8% 85,5% 85,5% ID 90,5%
8 84,4% 84,1% 84,8% 84,8% 84,1% 84,1% 90,5% ID

RV A/Vaccine/USA/RotaTeq-WI179-4/1992/G6P1A[8]




100

e | @ RVA/BRA/2016/P8/ES LVGI141
‘1 . RVA/BRA/2016/G12P8/ES LVGI190

RVA/BRA/2016/G12P8/ES LVGI196
RVA/BRA/2016/G12P8/ES LVGI174
RVA/BRA/2016/G12P8/ES LVGI169
RVA/BRA/2016/P8/ES LVGI151
RVA/BRA/2016/P8/ES LVGI150
RVA/BRA/2016/G12P8/ES LVGI166
. RVA/BRA/2016/G12P8/ES LVGI171
RVA/BRA/2016/P8/ES LVGI189
RVA/BRA/2016/G12P8/ES LVGI182

RVA/BRA/2016/G12P8/ES LVGI185

]
0000000000000

RVA/BRA/2016/P8/ES LVGI152
RVA/BRA/2016/G12P8/ES LVGI170
RVA/BRA/2016/G12P8/ES LVGI187
RVA/BRA/2016/G12P8/ES LVGI199
RVA/Human-wt/BRA/RJ 25352/2016/G12P8

L @ RVA/BRA2016/P8/ES LVGI188
. RVA/BRA/2016/P8/ES LVGI186

-{ @ RVABRA/2016/G12P8/ES LVGI202

@ RVA/BRA/2014/G12P8/ES LVGIOO1

os | @ RVA/BRA2014/G12P8/ES LVGI004

@ RVA/BRA/2014/G12P8/ES LVGI08

. RVA/BRA/2016/G12P8/ES LVGI104

RVA/Human-w/BRA/15-0470/2015/G12P8

RVA/j23641-14 VP8

o RVA/ITAIMEB50/14/2014/G12P8

RVA/11502/Minsk.BLR/2016

I @ RVA/BRA/2014/G12P8/ES LVGI003

-1 RVA/Human-wt/ESP/SS68016975/2016/G12P8
63

RVA/Human-wt/USA/SSCRTV 00082/2015/G12P8

L RVA/Human-wt/MOZ/21194/2011/G12P8
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RVA/Human-wt/BRA/IAL-R751/2016/G3P8

RVA/Human-wt/BRA/IAL-R608/2015/G3P8
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Figura 7. Arvore filogenética baseada nas sequéncias parciais de nucleotideos de VP4 de
cepas de rotavirus, Regido Metropolitana de Vitoria, ES. Cepas do estudo (P[8] e P[4])
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estdo indicadas por um circulo preenchido de preto. Valores de “bootstrap” (2000
replicas).
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5.3 SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS DE P[8] e P[4] DE ROTAVIRUS
LIGADORAS DE GLICANOS

As estirpes do gendtipo P[8] (todas da linhagem 3) e as duas do gendtipo P[4] detectados

no nosso estudo nao apresentaram variagdes nas sequéncias de aminoacidos de VP8*

ligadores de glicanos, tanto nos residuos conservados como nos ndo conservados quando

comparadas a outras estipes P[8] e as cepas vacinais de RV1 e RV5 (Figura 8).

Gendtipo

RV1

RV5

HAL1166
SAll

DS1

WA

P6
P[8]Rotal34
P[8]Rotal62
P[8]Rotal83
P[8]Rota287
VP8 Tunisian
P[8]NRO1
P[8]NRO3
P[8]NR0O4
P[8]NRO7
P[8]NRO8
P[8]NR104
P[8]NR141
P[8]NR150
P[8]NR151
P[8]NR152
P[8]NR166
P[8]NR169
P[8]NR170
P[8]NR171
P[8]NR174
P[8]NR182
P[8]NR185
P[8]NR186
P[8]NR187
P[8]NR188
P[8]NR189
P[8]NR190
P[8]NR196
P[8]NR199
P[8]NR202
P[8]NR204
P[8]NR209
P[8]NR232
P[8]NR283
P[8]NR293
P[8]NR302
P[4]NR72
P[4]NR180

157

|
NEFYNRRTLT
NEFYNRRTLT
GAYSQYSTLS
GSIGQYGSLL
GDFSNRRTLT
NEFYNRRTLT
AEFQHKRTLT
NDEFYNRRTLT
NDFYNRRTLT
NDEFYNRRTLT
NDEFYNRRTLT
SEFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDEFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
TDFYNRRTLT
SDFYNRRTLT
SDFYNRRTLT
SDFYNRRTLT
SDFYNRRTLT
SDFYNRRTLT
SDFYNRRTLT
SDFSNRRILT
SDEFSNRRTLT

167

|
SDTRLVGIFK
SDTKLVGILK
TSNKLCAWMK
SSPKLYAVMK
SSNRLVGMLK
SDTRFVGILK
SDTKLAGEEK
SDIRLVGILK
SDTRLVGILK
SDTRLVGILK
SDTKLVGIXK
SDTRLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SDTKLVGILK
SNNRLVGMLK
SNNRLVGMLK

177

|
YGGRVWTFHG
YGGRIWTFHG
REGRVYWYAG
HNEKLYTYEG
YGGRVWTFHG
YGGRVWTFHG
FYNSVWTFYG
YGGRVWTFHG
YGGRVWTFHG
YGGRVWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHK
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRIWTFHG
YGGRVWTFHG
YGGRVWTFHG

187

|
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
TTPNASESYY
QTPNARTGHY
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPHATTDYS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
eETPGAfjTDES
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS
ETPRATTDSS

197
|

STANLNNISI
NTANLNDISI
LTINNDNSNV
STTNYDSVNM
NTADLNNISI
STANLNNISI
STSNLSEVET
NTANLDGISI
NTANLDGISI
NTANLDSISI
NTANLNGISI
NTSDLTSISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTANLNGISI
NTTNLNGISI
NTTNLNGISI
NTTNLNGISI
NTTNLNGISI
NTTNLNGISI
NTTNLNGISI
NTADLNNISI
STADLNNISI

207

|
TIHSEFYIIP
IIHSEFYIIP
SCDAEFYLIP
TAFCDEYIIP
IIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
VIHVEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
IIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
TIHSEFYIIP
IIHSEFYIIP
IIHSEFYIIP

216

|
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQTELCTQY
RSEESKCTEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCHEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCVEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY
RSQESKCNEY

INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INTGLPPM
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INYGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INXGLPPX
INNGLPPI
INNXLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPX
INNGLPPI
INNGLPPX
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLPPI
INNGLP--
INNGLPXI

Figura 8. Alinhamento de sequéncias de aminoacidos de VP8* de rotavirus de estirpes do

estudo em comparacao as sequéncias de VP8* das cepas vacinais RV1 e RV5 e de outras

estirpes isoladas no mundo. As estirpes do estudo podem ser identificadas com o gendtipo

P seguido de “NR....”. Os aminodcidos ligadores de glicanos que sdo conservados e nao

conservados sdo identificados por sombreamento cinza e azul, respectivamente.

Aminoacidos variantes estdo marcados em vermelho.
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6 DISCUSSAO

Nesse estudo descrevemos a importancia dos rotavirus, que apesar do uso das vacinas,
foram responsaveis, juntamente com os norovirus, por 101 (32,9%) casos de diarreia
aguda na populacdo pediatrica. G12P[8] foi o gendtipo de rotavirus mais frequentemente
detectado e no ano de 2018 detectamos o genotipo emergente G3P[8] “equine-like”. Além
disso, nossos resultados refor¢am o conhecimento atual de que individuos com o fenétipo
secretor de HBGA sdo mais susceptiveis a infec¢do por rotavirus e norovirus do que os

nao secretores.

A infec¢do por rotavirus € a principal causa de diarreia aguda grave em criangas menores
de cinco anos de idade. Apesar da introducdo global da vacinagdo para o rotavirus por
mais de uma década, estas infec¢des ainda resultam em mais de 100.000 mortes
anualmente, principalmente em paises em desenvolvimento (GBD, 2018). Em nosso
estudo, os rotavirus foram detectados em 11,7% das amostras de fezes de criangas com
diarreia aguda. Os rotavirus foram detectados ao longo de todo periodo de coleta (2014-
2018) com o maior nimero de amostras positivas no ano de 2016 (N = 21), ano em que
o esfor¢co amostral também foi maior com 122 amostras coletadas. A frequéncia de
positividade observada € similar aos 12% encontrados por Sa e outros (2015) em estudo
com criangas hospitalizadas no Nordeste do Brasil, mas inferior aos 33% encontrado por
Silva e outros (2017) em estudo com pacientes hospitalizados e ambulatoriais do
Nordeste, Sudeste e Sul do pais (SILVA et al. 2017). Recentemente, um estudo conduzido
em 11 estados de trés das cinco regides do Brasil observou uma frequéncia de 10,5% e
13,7% de rotavirus em amostras de 2018 e 2019, respectivamente. Entretanto, uma maior
prevaléncia de rotavirus foi observada na regido Nordeste (18,7%) comparado as regides

Sudeste (3,4%) e Sul (12,5%) (GUTIERREZ et al. 2020).

Contrastando com a frequéncia que observamos no presente estudo nas criancas atendidas
no Pronto Socorro do Hospital Infantil, detectamos uma taxa de 33,9% de rotavirus em
amostras obtidas entre fevereiro de 2003 e junho de 2004, com criangas com diarreia
aguda atendidas na mesma institui¢do, porém, periodo anterior a implementacdo da
vacinagdo em nosso pais (SPANO et al. 2008). A menor ocorréncia de rotavirus no

presente estudo em comparagdo ao estudo anterior ¢ um reflexo da introdugdo da vacina
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RV1 na populagdo do ES a partir de 2006. Além disso, se considerarmos que as criangas
que afluem ao Pronto Socorro do Hospital Infantil sdo as que apresentam quadro clinico
de maior gravidade em relacdo as de atendimento ambulatorial, observamos que esses
dados mostram a eficacia da vacina em prevenir casos graves de rotavirus que levam a

hospitalizagao.

A diarreia por rotavirus foi mais frequente em criancas acima de 12 meses, com destaque
para o grupo etario maior que 2 a 5 anos, representando a maior propor¢ao dos casos
dentre os 36 positivos para rotavirus. Essa mudanga de padrao de ocorréncia da infecgio
por rotavirus envolvendo criangas mais velhas tem sido observada sobretudo em paises
que introduziram a vacinagdo em massa para rotavirus conforme observado em estudos
no Brasil e nos Estados Unidos (NEVES et al. 2016; SILVA et al. 2017; CARVALHO-
COSTA et al. 2019; GUTIERREZ et al. 2020; HULL et al. 2011). Especula-se que essa
mudanga de perfil se deve a presenca de uma coorte de individuos susceptiveis composta
por criancas mais velhas que ndo foram expostas a infec¢do natural pelo rotavirus no
passado e a reducdo da eficcia da vacina com o avancar da idade, relacionada a queda
nos niveis de anticorpos neutralizantes (LINHARES; JUSTINO, 2014; LUCHS;
TIMENETSKY, 2016).

O predominio de positividade do genoétipo G12P[8] entre as amostras coletadas entre
2014 e 2016 reflete 0 momento epidemioldgico desse periodo em que se observava
emergéncia e predominancia desse genotipo no Brasil e em diferentes partes do mundo
(DELOGU et al. 2015; ATEGBO et al. 2015; LUCHS et al. 2016; SILVA et al. 2017;
MOURE et al. 2018). O genotipo G2P[4], embora detectado em menor proporg¢ao (5,4%),
tem sido um dos mais prevalentes no Brasil nos anos que sucederam a introducdo da
vacina RV1, representando 62% dos genoétipos detectados entre 2007-2015 (LEITE;
CARVALHO-COSTA; LINHARES, 2008; SANTOS et al. 2017). Apesar do predominio
de G2P[4] estar relacionado a flutuagdes temporais, a protecdo vacinal inferior contra
esse gendtipo (39% na América Latina e 58% na Europa) do que contra cepas homotipicas
e parcialmente heterotipicas (> 80% de protecdo) levantou a hipdtese de que o uso da
vacina RV1 poderia ter favorecido a selecdo desse gendtipo (LESHEM et al. 2014;
SANTOS et al. 2016).
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O gendtipo emergente G3P[8] “equine-like” “DS-1-like” foi o Unico a ser detectado
dentre as amostras coletadas em 2018. Esse gendtipo, resultante de um evento de
reestruturacdo raro entre uma estirpe humana e uma estirpe equina, foi inicialmente
detectado em criancas com gastroenterite aguda na Australia em 2013 (KIRKWOOD et
al. 2014). A partir desse ano, o gendtipo G3P[8] “equine-like” se disseminou e se tornou
endémico mundialmente (PERKINS et al. 2017, KOMOTO et al. 2018; SADIQ et al.
2019; ROVIDA et al. 2020). No Brasil, esse gendtipo foi inicialmente detectado na regido
Amazodnica em estudo conduzido em 2016 (GUERRA et al. 2016). Entretanto, em uma
investigacdo genética retrospectiva com amostras fecais coletadas entre 2013 e 2017,
Luchs e outros (2019), detectaram o gendtipo G3P[8] “equine-like” no estado do Parana,
Foz do Iguacu, em amostras de 2015, sugerindo que esse genotipo entrou no Brasil pela
regido Sul. Posteriormente, essa nova variante se disseminou rapidamente para outros

estados do Brasil, sendo o gen6tipo mais prevalente em 2017 (GUTIERREZ et al. 2020).

A emergéncia global da cepa G3P[8] “equine-like” “DS-1-like”, sobretudo em paises que
utilizam a vacina RV, levanta preocupagdes a respeito da eficdcia vacinal e do potencial
das vacinas em induzir pressdo seletiva em cepas zoondticas. Desse modo, torna-se
evidente a necessidade de uma vigilancia epidemioldgica continua para avaliar o possivel

impacto desse gendtipo nos programas de vacinagdo em massa para rotavirus no mundo.

Ha décadas descritos como receptores para os norovirus, somente na ultima década os
HBGAs foram reconhecidos como fatores de ligacdo para o rotavirus (HU et al. 2012;
HUANG et al. 2012). Essa descoberta tem permitido um melhor entendimento sobre a
infeccdo e a susceptibilidade do hospedeiro ao virus e ainda contribuido para explicar a
diferenga de eficdcia das vacinas para rotavirus entre paises (ARMAH et al. 2019;
BUCARDO et al. 2019; PEREZ-ORTIN et al. 2019; CANTELLI et al. 2020a). Em nosso
estudo, demonstramos a associagdo entre o status secretor de HBGA e a infecgdo de
criangas por rotavirus e norovirus, achados consistentes com investigacdes
epidemioldgicas prévias conduzidas no mundo (CURRIER et al. 2015; IMBERT-
MARCILLE et al. 2014; TRANG et al. 2014; PAYNE et al. 2015; PEREZ-ORTIN et al.
2019; MACDONALD et al. 2020). Nossos resultados corroboram os dados existentes na
literatura e contribuem para o entendimento dessa associagdo em uma populagdo

altamente miscigenada como a Brasileira.
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Devido a circulacdo de cepas emergentes P[8]-4 com padrdes distintos de ligagdo a
glicanos resultando em maior propensdo a infeccdo em nao-secretores (ZELLER et al.
2015; KHACHOU et al. 2020), avaliamos possiveis mutacdes nas sequéncias de
aminoacidos ligadoras de glicanos de VP8* da estirpe de P[8] que infectou o paciente
ndo-secretor do estudo. A andlise da VP8* P[8] do paciente, assim como de outras estirpes
de P[8] (todas estirpes P[8]-3 classicas) detectadas no estudo, ndo demonstrou variagdes
nos residuos ligadores de HBGA, comparadas a outras estirpes de P[8] classicas
detectadas no mundo. Desse modo, variagdes no VP8* nao puderam explicar a infeccao
do paciente. Uma hipotese ¢ que essa crianga foi fracamente imunizada, em parte
possivelmente pelo seu status de HBGA (ndo-secretor), e também por ter recebido
somente uma dose da vacina RV1. Esse paciente pode ter posteriormente ingerido uma
alta dose do virus e ter adoecido. Esse fendmeno pode exercer impacto entre paises ou

regides no que diz respeito a qualidade do saneamento, higiene e a cobertura vacinal.

Além dos estudos sobre susceptibilidade a infec¢do natural por rotavirus, alguns estudos
tém investigado o papel dos HBGAs na resposta a vacina de rotavirus. Nesse sentido,
alguns argumentam que a eficécia diferencial das duas principais vacinas contra rotavirus
(RV1 e RVY) entre paises de baixa e alta renda pode estar ligada a expressao diferente de
HBGA na populacdo. De fato, maior imunogenicidade tem sido observada em criangas
com o fenotipo secretor comparado aos ndo-secretores (ARMAH et al. 2019; KAZI et al.

2017; BUCARDO et al. 2018).

Em nosso estudo, a maioria das criangas (72%) foram vacinadas contra o rotavirus,
particularmente com a RV1, e isso pode ser considerado como uma introducdo de um
viés uma vez que se espera que 0s hdo-secretores sejam menos responsivos a vacina que
os secretores. Entretanto, as criangas infectadas por rotavirus ainda foram, em sua
maioria, secretoras, indicando que ndo ocorreu esse viés, ou o status secretor pode nao ter
sido um fator importante na determinacdo da eficacia da vacina, ou que o fator mais
importante ¢ a suscetibilidade genética no momento da infeccdo. Além disso, outros
fatores além dos HBGAs podem ter contribuido para a falha vacinal como o estado
nutricional, coinfec¢do com outros patdgenos entéricos, transferéncia passiva de

anticorpos maternos anti-rotavirus, entre outros (DESSELBERG, 2017).
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O gendtipo de norovirus predominante globalmente, GII.4, detectado na maioria das
nossas amostras (76%), infectou somente criancas com o fenotipo secretor. Esses
resultados confirmam ainda mais a especificidade do gendtipo GII.4 em infectar os
secretores, previamente observada por meio de estudos epidemioldgicos conduzidos em
diferentes paises, como Burkina Faso, China, Equador, EUA, Nicardgua e Vietna
(CURRIER et al. 2015; TRANG et al. 2014; NORDGREN et al. 2013; LIU et al. 2014;
LOPMAN et al. 2015; BUCARDO et al. 2009). Além disso, entre as amostras de GII.4,
todas pertenceram a variante GIL.4 Sydney, que ja foi demonstrada ser secretora-
especifica (CURRIER et al. 2015). Embora ainda ndo sejam claras, as razdes para o
dominio global de GII.4 estdao pelo menos parcialmente ligadas as suas caracteristicas de
ligacdo a HBGA. As cepas GII.4 ligam-se aos glicanos de todos os individuos secretores
positivos, independentemente de seus fenotipos ABO e Lewis. Além disso, como
sugerido anteriormente, uma afinidade aumentada de HBGA para algumas das variantes
GII.4 mais recentes pode ter contribuido para o dominio epidemioldgico dessas variantes
(DE ROUGEMONT et al. 2011). E concebivel que essas caracteristicas, além da alta
prevaléncia de individuos secretores na populagdo mundial, fornegam um amplo espectro

de hospedeiros suscetiveis em todo o mundo e afetem a infec¢@o por GIL.4.

Nos observamos uma tendéncia a favor da ocorréncia da infeccdo por rotavirus em
criangas secretoras com o fenotipo Lewis positivo (91,4%), sem atingir significancia
estatistica, provavelmente devido ao pequeno numero de casos de rotavirus. Este
resultado ¢ similar ao obtido em um estudo epidemioldgico conduzido em Burkina Faso
e na Nicardgua que mostrou que nenhuma crianga ndo-secretora/Lewis negativa com
diarreia foi infectada por rotavirus genotipo P[8] (NORDGREN et al. 2014). Além disso,
estudos prévios sugerem que ambos o Lewis b e os antigenos secretores sdo necessarios
para ligagdo a VP8* de P[8] e P[4] (ZHANG et al. 2016; MA et al. 2015; BARBE et al.
2018). Por outro lado, estudos estruturais recentes envolvendo ligacdo de VP8* P[8] aos
HBGA apresentaram resultados conflitantes. Enquanto alguns indicam que a fucose
adicional conferida pelo antigeno Lewis b poderia causar impedimento estérico a essa
interagdo, outros estudos demostraram ligagdo de VP8* de P[8] ao antigeno Lewis b via
um bolso formado por duas folhas beta (GOZALBO-ROVIRA et al. 2019; SUN et al.

2020; XU et al. 2020). Estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer esse assunto.
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No geral, os resultados da fenotipagem de Lewis revelaram que o status de Lewis
(positivo/negativo) ndo ¢ um mediador de susceptibilidade para a infec¢do por norovirus,
uma observag¢ao consistente com estudos prévios (NORDGREN et al. 2013; BUCARDO
et al. 2009; LARSSON et al. 2006). Entretanto, um estudo realizado em Taiwan observou
que o genotipo Lewis positivo era um fator protetor contra gastroenterite grave por
norovirus (TU et al. 2017). Além disso, enquanto as trés amostras de norovirus GI
infectou somente criangas Lewis positivo, o genogrupo GII infectou tanto criangas Lewis
negativo como Lewis positivo, similar a resultados prévios de Burkina Faso
(NORDGREN et al. 2013). A favor da preferéncia de GI em infectar individuos Lewis
positivo, Kubota e outros demonstraram uma base estrutural para o reconhecimento dos

antigenos Lewis pelos norovirus GI (KUBOTA et al. 2012).

A frequéncia de 17,1% de individuos Lewis negativos observada no presente estudo ¢é
maior que a registrada em populagdes Europeias tais como da Escandinavia (5,7%),
Espanha (6%) e Portugal (10%) (PEREZ-ORTIN et al. 2019; LARSSON et al. 2006;
SERPA et al. 2003). No entanto, a frequéncia desse fendtipo na populagdo altamente
miscigenada como a Brasileira ¢ similar a de outros paises do continente Americano como
a Colombia (22%) e a Nicaragua (25%), e pode alcancar até 32% em algumas populagdes
Africanas (NORDGREN et al. 2014; BUCARDO et al. 2009; TORRADO et al. 1997).
Entre os individuos Lewis negativo, quatro principais polimorfismos de um nucleotideo
(SNP — “Single Nucleotide Polymorphisms”) foram identificados nas posigdes T59G,
G508A, T202C e C314T. Esses resultados estdo de acordo com um estudo conduzido
com a populagdo Amazonica e um recente estudo de coorte realizado no Rio de Janeiro,
nos quais estas SNPs foram detectadas com frequéncias semelhantes (CANTELLI et al.
2020b; CORVELO et al. 2013). Além disso, a ocorréncia da combinacdo de SNPs
encontrada no presente estudo também ¢é observada em populagdes da Asia, Africa e da
Europa, com frequéncia maior das mutagdes T59G e GS508A nos primeiros dois
continentes ¢ a T202C e C314T no ultimo (NISHIHARA et al. 1994; SOEJIMA;
KIMURA; KODA, 2004; SOEJIMA et al. 2009).

Nosso estudo demonstrou a importancia dos rotavirus como causadores de diarreia aguda

em criangas. O predominio dos gendtipos emergentes G12P[8] e G3P[8] “equine-like”
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entre as amostras do estudo refor¢a a importincia e a necessidade de monitoramento
continuo dos gendtipos G e P de rotavirus e sequenciamento desses genes com a
finalidade de detectar genotipos incomuns e eventos de reestruturagdo, respectivamente,
e ainda avaliar o impacto desses fendomenos na eficacia das vacinas na populagdo. Além
disso, nossos resultados corroboram os dados da literatura demonstrados em diferentes
paises de que os individuos com o status secretor de HBGA sdo mais susceptiveis a
infeccdo por rotavirus e norovirus. Entretanto, a recente descoberta de estirpes
emergentes de P[8]-4 que apresenta mutagdes na regido de VP8* ligadora de HBGA,
permitindo infeccdo em ndo-secretores, necessita de mais investigacdes. Existe o
potencial dessa variante competir com a estirpe classica P[8]-3 e ampliar a fracdo de

infectados, sobretudo em populagdes com alta frequéncia de ndo-secretores.
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7 CONCLUSOES

e Osrotavirus representaram uma causa importante de diarreia aguda na populagao
pediatrica estudada;

e Gendtipos emergentes de rotavirus no Brasil e no mundo foram detectados em
nossa area geografica como G12P[8] e G3P[8] “equine-like;

e As criancas com o status secretor de FUT2 sdo de fato mais susceptiveis as
infecgdes por rotavirus e norovirus, comparadas as ndo-secretoras, € contribuem
para melhorar o entendimento da susceptibilidade do hospedeiro a esses virus e
sua epidemiologia na América Latina;

e A alta taxa de Lewis negativo e a combinagdo de SNPs, além do status secretor,
podem refletir a populagdo altamente mista do Brasil e, em certa medida, restringir

a infeccdo por rotavirus, mas nao por norovirus.
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Abstract: Host susceptibility according to human histo-blood group antigens (HBGAs) is widely
known for norovirus infection, but is less described for rotavirus. Due to the variable HBGA
polymorphism among populations, we aimed to evaluate the association between HBGA phenotypes
(ABH, Lewis and secretor status) and susceptibility to rotavirus and norovirus symptomatic infection,
and the polymorphisms of FUT2 and FUT3, of children from southeastern Brazil. Paired fecal-buccal
specimens from 272 children with acute diarrhea were used to determine rotavirus/norovirus
genotypes and HBGAs phenotypes/genotypes, respectively. Altogether, 100 (36.8%) children were
infected with rotavirus and norovirus. The rotavirus P[8] genotype predominates (85.7%). Most of the
noroviruses (93.8%) belonged to genogroup II (GII). GII.4 Sydney represented 76% (35/46) amongst
five other genotypes. Rotavirus and noroviruses infected predominantly children with secretor status
(97% and 98.5%, respectively). However, fewer rotavirus-infected children were Lewis-negative (8.6%)
than the norovirus-infected ones (18.5%). FUT3 single nucleotide polymorphisms (SNP) occurred
mostly at the T59G > G508A > T202C > C314T positions. Our results reinforce the current knowledge
that secretors are more susceptible to infection by both rotavirus and norovirus than non-secretors.
The high rate for Lewis negative (17.1%) and the combination of SNPs, beyond the secretor status,
may reflect the highly mixed population in Brazil.

Keywords: host susceptibility; histo-blood group antigens (HBGAs); norovirus; rotavirus; secretor
status; polymorphisms of FUT2 and FUT3; Lewis

1. Introduction

Diarrheal diseases remain a leading cause of morbidity and mortality in children under five years
of age, and account for nearly 500.000 deaths annually in the world, especially in low-income countries.
Enteric viruses, particularly norovirus and rotavirus, are the major etiological agents of diarrhea
worldwide [1,2]. Since 2006, two oral, live-attenuated rotavirus vaccines (Rotarix® and RotaTeq®)
have been implemented nationally in 98 countries, and their use has substantially reduced global child
deaths from diarrheal illness [3,4]. Nevertheless, the effectiveness of current vaccines is lower in low-
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and middle-income countries compared with higher-income settings [5]. Among other factors, host
genetic characteristics have been proposed to explain this difference [6,7].

Rotaviruses are classified into 10 species (A to J), with species A being the major cause of infections
in children [8]. Two outer capsid proteins, VP4 (protease-sensitive protein) and VP7 (glycoprotein), are
traditionally used to define the rotavirus P and G genotypes, respectively. Currently, 36 G and 51 P
genotypes have been identified, among which six G genotypes (G1, G2, G3, G4, G9, and G12) and
three P genotypes (P[4], P[6], P[8]) are more prevalent globally [9]. As for noroviruses, they are dually
classified based on the complete VP1 (major capsid protein) coding region, corresponding to open
reading frame (ORF) 2, and on a partial RNA polymerase (RdRp) coding region located at the 3’-end of
the ORF1. Ten norovirus genogroups (GI-GX) are recognized according to the VP1 classification, each
being subdivided into genotypes. Genogroups GI and GII that encompass more than 30 genotypes are
the main causes of human infection. Among them, the GII.4 genotype is responsible for the majority of
norovirus outbreaks and sporadic cases worldwide [10,11]. The RpRd gene classifies noroviruses into
eight P-groups and 62 P-types [12].

Both viruses recognize and bind to histo-blood group antigens (HBGAs) which act as host attachment
factors for viral infection on enteric epithelial cells [13-15]. Human HBGAs are highly polymorphic
carbohydrates expressed on mucosal epithelial cells and the surface of erythrocytes and in biological
fluids such as saliva and milk. Their synthesis occurs by the sequential addition of monosaccharides
to precursor disaccharides by four major glycosyltransferases: «-1, 2-fucosyltransferase (FUT-2), a-1, 3
fucosyltransferase (FUT3) and A and B enzymes, which are coded by three main HBGA gene families,
resulting in ABO (A, B and/or H antigens), Lewis (Lewis a, b, x and/or y antigens) and secretor/non-secretor
HBGA phenotypes [16]. The expression of these phenotypes are genetically determined and depend on
individual HBGA genotypes, which are influenced by the composition and genetic diversity of the human
population [6]. A mutation on both alleles of the FUT?2 gene leads to inactivation of the corresponding
FUT2 enzyme, and individuals possessing such polymorphism are termed non-secretors. Similarly,
individuals with null alleles for the FUT3 gene do not produce Lewis antigens, and are denominated
Lewis negative [6].

Genetic susceptibility to norovirus infection mediated by HBGA polymorphisms has been a known
phenomenon for decades and, despite solid scientific evidence regarding the association between
the norovirus infection, particularly with the predominant GIL4 genotype, and the secretor status,
the exact role of the Lewis antigen as a susceptibility mediator remains to be better clarified [17-19].

Less than a decade ago, in vitro studies showing the binding of the VP8* domain of the spike
protein VP4 of rotavirus to HBGA paved the way for the development of epidemiological evaluations
to understand the effect of HBGA differential expression in susceptibility to rotavirus infection [14,15].
These epidemiological studies conducted in different countries including France, Vietnam, Burkina
Faso, USA, China, and Spain pointed to the same conclusion that children of the secretor phenotype
were significantly more prone to suffer from diarrhea caused by P[8] and P[4] rotavirus compared to the
non-secretor [20-25]. However, conflicting results were observed in studies conducted with children
from Tunisia, where P[8] strains were found infecting both individuals of secretor and non-secretor
phenotypes, and more recently in Bangladesh, where the non-secretor children were not protected
from diarrhea caused by the P[8] genotype [26,27]. These inconsistencies suggest the need for more
epidemiological studies in different populations to better understand the role of HBGA phenotypes in
rotavirus infection.

In Brazil, a continental-sized country with a highly genetically admixed population, few studies
have analyzed the association between norovirus infection and HBGA phenotypes [28,29] and there
are no data yet available regarding rotavirus infection and disease. Therefore, this study aimed to
analyze the association between rotavirus and norovirus symptomatic infection and HBGA phenotypes,
in addition to FUT2 and FUT3 genes polymorphisms, in children from Southeastern Brazil. In the
present study, we were able to reinforce the current knowledge that secretors are more susceptible
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than non-secretors to infection by both rotavirus and norovirus, and that the combination of FUT3
polymorphisms found may reflect the highly mixed Brazilian population.

2. Materials and Methods

2.1. Study Population and Samples

Fecal and buccal swabs specimens were collected from 272 children up to 12 years old enrolled
during a surveillance study of sporadic cases of acute gastroenteritis carried out in two periods (October
2014 to July 2016 and September 2017 to September 2018) in the Southeastern Brazilian coastal state
of Espirito Santo. Among these children, 196 (72.1%) had received rotavirus vaccination, of which
92.9% (182/196) were fully vaccinated (179 received Rotarix® and three RotaTeq®) and the other 14
were partially vaccinated with Rotarix®. Twenty-seven (10%) children were unvaccinated and for 49
children (18%) the vaccination status was not available. These children were admitted to a pediatric
hospital and an urgent care center situated in the city of Vitoria (state capital). During their admission,
they were invited to participate in the study and samples were obtained after the signature of a consent
form by the person responsible for the patient. The study was approved by the Institutional Research
Ethics Committee of the Center of Health Sciences of the Federal University of Espirito Santo (N°
1.312.166; 6 November 2015).

The passage of three or more loose or watery stools during a 24 h period with up to 14 days of
duration was considered acute diarrhea [30].

2.2. Rotavirus and Noroviruses Detection

Viral RNA was extracted from 10% fecal suspensions (w/v) using the QIAamp® Viral RNA Mini
Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA), according to the manufacturer’s instructions. Noroviruses were
detected by RT-qPCR using primers and a probe targeting the ORF1/2 junction [31,32]. Rotavirus
detection was performed either by an Enzyme immunoassay (ELISA) (Ridascreen®, R-Biopharm,
Darmstadt, Germany), according to the manufacturer’s recommendation, or by RT-qPCR, with primers
and a probe specific to amplifying a conserved region of the non-structural protein 3 (NSP3) of the
virus [33].

2.3. Rotavirus P Typing and Noroviruses Genotyping

Rotavirus P types were determined from positive samples with specific primers for a fragment of
the VP4 gene, followed by sequencing [34]. For noroviruses genotyping, positive samples were initially
amplified by PCR using a set of primers targeting a 570 bp fragment encompassing the 3’-end ORF1
and 5-end ORF2 and then sequenced [35,36]. Sequencing for both viruses was carried out with ABI
Prism Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit on an ABI Prism 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The noroviruses’ genotype was ascribed using the
Norovirus Automated Genotyping Tool version 2.0, (https://www.rivm.nl/mpf/typingtool/norovirus/) [37].
The 33 VP4 sequences of rotavirus were deposited on GenBank under the accession numbers MT597424
and MT602430-MT602461. As to norovirus, the 46 ORF-1/2 sequences were deposited on GenBank
under the accession numbers KY451971-KY451984, MF158177-MF158179, MF158185-MF158199 [38],
MT613346-MT613358, and MT626025.

2.4. Histo-Blood Group Antigens Phenotyping

HBGASs phenotypes were determined from buccal swabs specimens by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), as described elsewhere [39]. Buccal swabs immersed in phosphate-buffered saline (PBS)
were first boiled for 10 min, and then used at a dilution of 1:50 in a 0.1 M carbonate/bicarbonate buffer
(pH 9.6) to coat 96-well microtiter plates (Maxisorp Nunc-Immuno plates, Thermo Scientific, Roskilde,
Denmark), which were then incubated overnight at 4 °C. The plates were washed three times with PBS
containing 0.05% Tween-20, and blocked with PBS containing 5% nonfat milk (5% milk/PBS) for 1 h at
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37 °C. Primary anti-carbohydrate monoclonal antibodies anti-A (3-3A), anti-B (B49), anti-Le? (7LE)
and anti-LeP (2-25LE) (Thermo Scientific) diluted at 1:400 in 5% milk/PBS were added and incubated
for 1 h at 37 °C. At this step, the lectin UEA-1 (“Ulex Europaeus Agglutinin I”—Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) conjugated with biotin was also used to detect the H antigen. After three
washes, peroxidase-conjugated anti-mouse immunoglobulin diluted at 1:2000 in 5% milk/PBS and
peroxidase-conjugated Streptavidin (Vector Laboratories) diluted at 1:500 in 5% milk/PBS were then
added and incubated for 1 h at 37 °C. After the last three washes, reactions were developed with a 3, 3,
5, 5’-Tetramethylbenzidine kit (BD OptEIA, BD Biosciences, San Jose, CA, USA), and the optical density
was read at 450 nm. Previously well-defined A, B, O, secretor, and Lewis type saliva samples were
included in each plate as controls. The cutoff value was defined as a twofold increase in absorbance
value compared to the mean of two negative control samples (wells with only PBS). The distribution of
ABO blood groups, H type 1 antigen (FUT-2), and Lewis antigens were determined between diarrheic
children of the same ages and geographic area infected and non-infected by rotavirus and norovirus.

2.5. FUT?2 and FUT3 Genotyping

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the FUT2 and FUT3 genes were investigated as described
below. Genomic DNA from buccal swabs specimens was extracted with the NucleoSpin®Tissue kit
(Macherey-Nagel, Diiren, Germany), according to the manufacturer’s instructions. For FUT2 genotyping,
a 195-bp FUT?2 gene fragment was initially amplified by PCR and then digested with the enzyme Ava-II,
as previously described [39]. This method enables detection of the common G428A FUT2 mutation as it
abrogates the restriction site of the enzyme. For genotyping of the Lewis (FUT3) gene mutations, four
gene fragments encompassing the worldwide common mutations C314T, G508A, and T1067A were
amplified by real-time PCR and submitted to Sanger DNA sequencing, except for mutations T59G and
T202C, which were searched for by conventional PCR using sequence-specific primers [40]. For the latter
two mutations, a human growth hormone (hGH) gene amplification was performed as an internal control
in each round of PCR [41]. The FUT3 sequences involving the C314T/G508A mutations were deposited
on GenBank under the accession numbers MT656016-MT656059 and the FUT3 sequences encompassing
T1067A mutation were deposited on GenBank under the accession numbers MT725617-MT725659.

2.6. Statistical Analysis

Analysis of categorical data was done with the Fisher exact test, with two-tailed significance using
the GraphPad software. A p value lower than 0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Rotavirus and Noroviruses Detection on Children with Acute Diarrhea

Of the 272 children presenting acute diarrhea, 35 (12.9%) and 65 (23.9%) had rotavirus and
norovirus infections, respectively (Table 1). Rotavirus and norovirus coinfection was detected in only
one child. The age distribution of rotavirus and noroviruses infection can be observed in Table 1.

Table 1. Distribution of children infected with rotavirus and noroviruses according to age groups.

Age Number of Samples N (%) Rotavirus+ N (%) Norovirus+ N (%)  Negative N (%)
<12m 99 (36.4) 9(9.1) 33(33.3) 57 (57.6)
>12m-2y 78 (28.7) 9 (11) 20 (25) 50 (64)
>2-5y 61 (22.4) 13 (21.3) 9 (14.7) 39 (64)
>5y 34 (12.5) 5 (14.7) 3(8.8) 26 (76.5)
Total 272 35 (12.9) 65 (23.9) 172 (63.2)

Abbreviations: m, months; y, years; Rotavirus+, rotavirus infected children; Norovirus+, norovirus infected children.
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3.2. Rotavirus and Noroviruses Genotyping

The P[8] genotype predominated (30/35; 85.7%) among the rotavirus positive samples, while two
(5.7%) belonged to the P[4] genotype and three was P[X]. All the P[8] strains belonged to lineage 3.

Sixty-one out of 65 (93.8%) positive samples for noroviruses belonged to GII, 4.6% to GI, and in
one sample (1.5%), both GI and GII were detected. Genotypes were successfully established for 46
samples, and the majority (76%) was represented by the GII.4 Sydney variant (Table 2).

Table 2. Noroviruses VP1 gene genotyping.

VP1 Strains N (%)
GL7 1(22)
GIL4 Sydney 35 (76)
GIL17 5(10.9)
GIL3 2 (4.3)
GIL.1 1(2.2)
GIL.2 1(2.2)
GIL6 12.2)

3.3. HBGA Phenotypes among Rotavirus and Norovirus Infected Children

Rotavirus predominantly infected children with secretor status (34/35; 97%). The only non-secretor
infected child was infected by a P[8] strain. In comparison, 82% (141) of the negative group, which was
used as a control group, were secretors, and 18% (31) were non-secretors (p = 0.0207) (Table 3). There
was no statistical difference between the distribution of Lewis status and ABO blood types among
rotavirus infected children compared to the control group (Table 3). Although we observed a lower
frequency of Lewis negative children in the infected group as compared with the control group (8.6%
vs. 18.5%), the difference was not statistically significant, likely owing to the limited number of cases.

Table 3. Distribution of histo-blood group antigens (HBGAs) phenotypes between children infected
with rotavirus/noroviruses and the negative control group.

HBGA Phenotype  Total N (%) Rolt\a;wg/?)xs+ NO]I;(I)‘(I:/:;IS+ Ne(c;,;:il:/; 5(11;:;01 ROtaViru: Vah:omvimy,
Secretor status
Se 239 (87.9) 34 (97) 64 (98.5) 141 (82) 0.0207 0.0004
se 33(12.1) 13) 1(1.5) 31 (18)
Lewis phenotype
Le* 225 (82.5) 32(914) 53 (81.5) 140 (81.4) 0.2154 1.0000
Le™ 47 (17.1) 3(8.6) 12 (18.5) 32(18.6)
Blood groups
o 128 (53.6) 15 (44) 39 (61) 74 (52.5)
A 72 (30.1) 11 (32.4) 19 (29.7) 42 (29.8) 0.4464 0.2907
B 31 (13) 6 (17.6) 4(6.2) 21 (14.9)
AB 8(3.3) 2 (6) 2(3.1) 4(2.8)

Abbreviations: Le*, Lewis-positive (Lewis a and/or b positive); Le”, Lewis-negative (Lewis a and b negative);
Norovirus+, norovirus infected children; Rotavirus+, rotavirus infected children; Se, secretor; se, non-secretor.

The HBGA secretor phenotype was observed in 64 out of 65 (98.5%) children infected with
norovirus, and one infected child (1.5%) had the non-secretor phenotype. Conversely, in the negative
control group, 31 out of 172 (18%) children were non-secretors and the difference between the number
of non-secretors in cases and controls was statistically significant (p = 0.0004) (Table 3). There was
no difference in the distribution of ABO blood groups and Lewis status between the norovirus
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infected individuals and the control group (Table 3). Analysis of HBGA phenotypes stratified by
norovirus genotypes showed that all 35 GII.4 strains infected only children with secretor status, and the
non-secretor patient was infected by a GIL3 strain (Table 4). The three GI viruses infected the secretor
Lewis-positive children, whereas the GII genogroup infected both the secretor Lewis-negative and
Lewis-positive children (Table 4).

Table 4. Distribution of histo-blood group antigen phenotypes in relation to noroviruses genogroup
and genotypes among children infected with noroviruses in Espirito Santo state, Brazil.

Norovirus N Blood Groups Lewis Phenotypes Secretor Status
Genogroup/Genotype O A B AB Letb+t [Leab- TLeath- Secretor Non-Secretor

GI* 3 1 1 1 - 3 - - 3 -
G.II 61 39 15 4 2 50 10 1 60 1
GIL1 1 1 - - 1 - - 1 -
GIL.2 1 1 - - - 1 - - 1 -
GIL3 2 - 1 - - 1 - 1 1 1
GIL4 35 24 9 1 1 27 8 - 35 -
GIL6 1 1 - - 1 - - 1 -
GIL17 5 2 3 - 3 2 - 5 -
GII* 16 11 1 3 1 16 - - 16 -
G.Jland G.IT 1 - 1 - - 1 - 1 -

Abbreviations: Le*®*, Lewis a negative and Lewis b positive; Lea -, Lewis-negative (Lewis a and b negative);
Le**P~, Lewis a positive and Lewis b negative. * Refers to strains with undetermined genotypes.

3.4. FUT?2 and FUT3 Genotyping

Secretor and non-secretor phenotypes determined by ELISA for both the rotavirus and norovirus
infected and the negative control groups were confirmed by FUT2 genotyping based on the G428A
mutation. All non-secretors (N = 33) from both the infected and negative groups were homozygous
carriers of the FUT2 G428A nonsense mutation (Table 5). The difference in the number of patients with
the non-secretor genotype (se*?8/se*?8) among the rotavirus/norovirus infected groups compared to
the negative control group was statistically significant (rotavirus: p = 0.0207; norovirus: p = 0.0004)
(Table 5).

Table 5. Distribution of FUT-2 genotypes among infected patients and controls according to G428 A mutation.

Rotavirus+ Norovirus+ Negative Control p Value
FUT-2 Genotype  Total N (%) &
P N (%) N (%) Group N (%) Rotavirus+  Norovirus+
SE/SE 99 (36.4) 11 (31.4) 33 (50.8) 55 (32)
SE/se28 140 (51.5) 23 (65.7) 31 (47.7) 86 (50) 0.0207 0.0004
5428 5428 33 (12.1) 1(2.9) 1(1.5) 31(18)

Abbreviations: FUT-2, fucosyltransferase 2 gene; SE/SE, homozygote secretor; SE/se%28, heterozygote secretor;
se*?8/se*28 non-secretor genotype; Norovirus+, norovirus infected children; Rotavirus+, rotavirus infected children.

To confirm the Lewis-negative phenotype (Le a and b negative), all 47 samples from children with
this phenotype were submitted to FUT3 gene genotyping, which included the analysis of the common
SNPs T59G, T202C, C314T, G508A, and T1067A, and 45 of them were genotypically confirmed as
Lewis negative. The most common polymorphism was the T59G with an overall frequency of 86.6%
(39/45), followed by the G508A, T202C and C314T SNPs with frequencies of 77.2%, 53.3% and 50%,
respectively (Table 6). By contrast, the T1067A SNP was the rarest, with a frequency of 4.6% (2/43),
including one homozygote and one heterozygote (Table 6). The frequencies of all SNP analyzed for the
FUT3 gene are shown in Table 7. The two samples with undetermined Lewis genotype had only one
heterozygote allele among the investigated mutations. Homozygotes alleles for more than one of the
T59G, T202C, C314T, G508A, T1067 A mutations were observed in eight individuals, and there were
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also eight homozygotes for only one mutation. The remaining 29 patients were heterozygote for at
least two of the evaluated mutations (Table 7).

Table 6. Frequencies of polymorphisms on FUT-3 gene in Lewis negative children.

Frequency, N (%)

SNF Mutant Homozygotes Heterozygotes = Wild Type Homozygotes  Total
G508A 10 (22.7) 24 (54.6) 10 (22.7) 442
T59G 8(17.8) 31 (68.9) 6 (13.3) 45
T202C 3(6.6) 21 (46.7) 21 (46.7) 45
C314T 2 (4.5) 20 (45.5) 22 (50) 442
T1067A 1(2.3) 1(2.3) 41 (95.4) 432

Abbreviations: SNP, single nucleotide polymorphism. * One sequence for one patient for mutations G508A and
C314T, and two sequences for T1067A could not be determined.

Table 7. FUTS3 alleles frequencies observed in South-eastern Brazilian children.

FUTS3 Allele Frequency, N (%)
Lele59,202,314,508 13 (31)
Lele59,508 11 (26)
Lele202,314 4(9.5)
Lele59:202,314,1067 1(24)
Lele59,202,314 1(2.4)
Lele59,202 1(2.4)
1¢508159,508 5(11.9)
1659159,508 2 (4.8)
1£59:10671,59,202,1067 1(2.4)
10202]559,202,314 1(2.4)
1659/508],59,508 1(2.4)
[0202,3141,202,314 1(24)

Abbreviations: Le, Lewis wild-type allele; le, Lewis mutant allele.

4. Discussion

The interaction of rotavirus with HBGA has gained importance in the last years, with the discovery
of VP8* binding to these glycans [14,15]. Studies have shown that this interaction is P genotype-
specific, similar to that observed for VP1 of human noroviruses, and that the susceptibility or resistance
to both viruses is largely dependent on the presence or absence of HBGA on gut epithelial surfaces.
In addition, the association between the secretor status and infection, initially demonstrated for
noroviruses, has also been shown by recent studies for rotavirus, which has demonstrated a correlation
between infection and the presence of a functional FUT2 phenotype [23,42-44].

In this study, we have shown the association between the HBGA secretor status and rotavirus and
noroviruses infection in Brazilian children, a finding that is consistent with previous epidemiological
investigations worldwide [18,20-25]. Our data add further support to this notion and contribute to the
understanding of this association in a highly mixed population like the Brazilian one.

Due to the circulation of emerging P[8]-4 strains [45] with distinct glycan-binding patterns that
allow non-secretors to be more prone to infection [46], we searched for possible mutations on the VP8*
glycan-binding amino acid sequence of the P[8] strain that infected the non-secretor patient in our
study. The analysis of the patient’s VP8* P[8], as well as of the other P[8] strains (all classical P[8]-3
strains) detected in the study, did not demonstrate variations both on conserved and non-conserved
residues, compared to other classical P[8] strains detected in the world. Thus, variations on VP8* could
not explain the patient’s infection. One hypothesis is that this child was poorly immunized, possibly in
part because of his HBGA status (non-secretor), and also because he received only one dose of the
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Rotarix® vaccine. Later on, the patient may have ingested a large dose of the virus and became ill. We
are not dealing with an all or nothing phenomenon and amounts likely matter. This could well be a
difference between countries or regions concerning the quality of sanitation and hygiene.

P[8] and P[4] rotavirus genotypes cause more than 90% of the pediatric diarrhea cases in the world,
including in Brazil [47]. These data are consistent with those observed in the present study in which all the
rotavirus detected belonged to these two genotypes. The fact that P[8] and P[4] genotypes recognize Leb
and H type 1 antigens, expressed only in secretor individuals, may explain the worldwide predominance
of these genotypes [24,48]. Although the frequency of the secretor phenotype varies across populations,
approximately 80% of the world population are secretors [16]. In Brazil, the prevalence of this phenotype
revealed in the few studies, is somewhat similar, ranging from 75% to 90% [28,49-51]. The 82% of
secretors in the control group found in the present study were therefore consistent with these previous
observations. The most common FUT2 mutation, G428A, was observed in all non-secretor children in
our study, which contrasts with a recent study performed in North of South America with Amazonian
children from Brazil, Venezuela, and English Guyana, where this common FUT?2 gene mutation was not
detected [50]. These results highlight the importance of studying the influence of FUT2 polymorphisms
on susceptibility to enteric viruses in populations of different geographic locations, such as those from
Latin America.

Apart from studying the susceptibility to natural rotavirus infection, some studies have been
focused on the role of HBGA on the rotavirus vaccine response. In this regard, some argue that the
differential efficacy of the two main rotavirus vaccines (Rotarix® and RotaTeq®) between low-income
and high-income countries may be linked to the different HBGA expression in the population.
Indeed, higher vaccine take has been observed in children with the secretor phenotype, compared to
non-secretors [43,52,53]. Interestingly, in a recent study assessing the association of rotavirus shedding
and the HBGA profile in a birth community-cohort in Rio de Janeiro, Brazil, a mutation in the 167
position of the VP8* P[8] gene was detected in many samples characterized as Rotarix® strain (RV1) [54].
Moreover, Le**P* secretor children were significantly more likely to shed this mutant strain compared
to non-secretors. Based on these results, it was suggested that the RV1-vaccine replication triggered by
this mutational event led to a more robust immune response in these children [54].

In our study, the majority (72%) of the children were vaccinated against rotavirus, particularly
with Rotarix®, and this may be considered as introducing a bias, since one may expect non-secretors to
be less well vaccinated than secretors. However, rotavirus infected children are still mostly secretors
indicating that no such bias occurred, either the secretor status may not have been an important factor
in determining vaccine efficacy, or that the most important factor is the genetic susceptibility at the
time of infection.

The globally predominant norovirus genotype GIL4, detected in most of our samples (76%), infected
only children with the secretor phenotype. These results further confirm the secretor specificity of the GII.4
genotype previously observed through epidemiological studies conducted in different countries such
as Burkina Faso, China, Ecuador, USA, Nicaragua, and Vietnam [18,21,55-58]. Furthermore, among the
GIL4, all belonged to the GIL.4 Sydney variant which has already been shown to be secretor-specific [18].
Although still unclear, the reasons for the global dominance of GII.4 are at least partially linked to its
HBGA-binding characteristics. GII.4 strains bind to glycans of all secretor-positive individuals, irrespective
of their ABO and Lewis phenotypes. Moreover, as previously suggested, an increased affinity of HBGA to
some of the more recent GII.4 variants may have contributed to the epidemiological dominance of these
variants [59]. It is conceivable that these features, in addition to the high prevalence of secretor-positive
individuals in the world population, would provide a broad spectrum of susceptible hosts worldwide
and affect GII.4 infection.

Regarding the non-GII.4 norovirus genotypes, all but one was found among the infected secretor-
positive children, although we detected GII.1 and GII.2 genotypes capable of infecting non-secretors to
a similar extent as secretors [57,60]. The only non-secretor child was infected with the GII.3 norovirus
genotype. In fact, this genotype has been reported to infect both secretors and non-secretors, and although
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some studies indicate that the secretors are more prone to infection by that genotype, the association is
not as strong as that observed for the GII.4 genotype [21,61].

We observed a trend towards the occurrence of rotavirus infection on secretor Lewis positive
children (91.4%), without reaching statistical significance, probably due to the low number of rotavirus
cases. This result is similar to that obtained in an epidemiological study conducted in Burkina Faso and
Nicaragua that showed that no secretor/Lewis negative child with diarrhea was infected by P[8] [22].
Moreover, previous studies suggest that both the Lewis b and secretor antigens are required for P[8]
and P[4] VP8* binding [24,48,62]. On the other hand, recent structural studies involving P[8] VP8*
binding to HBGA presented conflicting results. While some indicate the additional fucose conferred
by the Lewis b antigen would cause steric hindrance to the interaction, other studies demonstrated
binding of P[8] VP8* to the Lewis b antigen via a pocket formed by two p-sheets [63-65]. Further
studies are warranted to clarify this issue.

Overall, the results of the Lewis phenotyping revealed that the Lewis status (positive/negative)
is not a mediator of susceptibility to norovirus infection, an observation consistent with previous
studies [55,58,66]. Nevertheless, one study from Taiwan observed that the Lewis antigen-positive
genotype was a protective factor against severe norovirus gastroenteritis [67]. In addition, while the
three norovirus Gl infected only Lewis-positive children, the norovirus GII infected both Lewis-negative
and Lewis-positive children, similar to previous findings from Burkina Faso [55]. In favor of the GI's
preference to infect Lewis-positive individuals, Kubota and colleagues demonstrated a structural
basis for the recognition of Lewis antigens by the GI norovirus [68]. Unfortunately, due to the limited
number of GI positive samples, we could not evaluate the Lewis effect for individual genotypes.

The frequency of 17.1% of Lewis-negative individuals observed in the present study is higher than
that registered in people of European descent such as in Scandinavia (5.7%), Spain (6%), and Portugal
(10%) [25,66,69]. Nevertheless, the frequency of this phenotype in the highly mixed Brazilian population
is similar to other countries of the American continent including Colombia (22%) and Nicaragua
(25%), and can reach up to 32% in some African populations [22,58,70]. Among the Lewis negative
individuals, four main SNP were identified at positions T59G, G508A, T202C, and C314T. These
results are in agreement with a study conducted with an Amazonian population, and a recent birth
community-cohort in Rio de Janeiro, in which these SNPs were detected with similar frequencies [29,71].
In addition, the combination of SNPs found in the present study are also known to occur in Asian,
African, and European populations, with the T59G and G508A being more frequent in the first two
continents, and the T202C and C314T in the latter [72-74].

5. Conclusions

Our findings add to the existing knowledge that children with an FUT?2 secretor status are indeed
more susceptible to both rotavirus and norovirus symptomatic infection, compared to non-secretors,
and contribute to improving the understanding of the host susceptibility to these viruses and their
epidemiology in Latin America. Moreover, the high rate for Lewis negative and the combination of
SNPs, beyond the secretor status, may reflect the highly mixed population from Brazil, and, to some
extent, restrict the infection by rotavirus but not by norovirus. New studies in populations with distinct
ethnicities from Brazil and other countries of the South American continent are still warranted to better
evaluate the impact of FUT2 and FUT3 polymorphisms on rotavirus and norovirus susceptibility.
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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 1995, several different variants of norovirus Gll.4
have been associated with pandemics, with each variant circulating for 3 to 8 years. The
Sydney_2012 variant was first reported in Australia and then in other countries. A new vari-
ant, GII.P16-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 GI.P16-Gll.4 Sydney was
revealed for the first time in Brazil in 2016 and predominated among other strains (9 Gll.Pe-
Gll.4, 3 Gll.P17-Gll.17, 1 GlI.Pg-Gll.1, 1 GIl.P16-GlI.3 and 1 GIl.PNA-GII.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
Gll.P16.
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Introduction

Noroviruses, belonging to the genus Norovirus in the Caliciviridae family, are a leading cause of
acute gastroenteritis (AGE) in all age groups worldwide [1]. Annually, it is estimated that noro-
viruses account for more than 200,000 deaths globally, with significant disease burdens in devel-
oping countries [2]. Noroviruses can be subdivided into seven genogroups (G), of which GI,
GII and GIV have been detected in humans, and they can be further divided into 33 genotypes
[3]. The norovirus-positive single-stranded RNA genome is organized into three open reading
frames (ORFs 1, 2 and 3): ORF1 encodes non-structural proteins, ORF2 encodes the major
structural protein (VP1), and ORF3 encodes the minor structural protein (VP2) [4]. The VP1
protein is organized into the N-terminal (N), the shell (S), and the protruding (P) domains, and
the last domain can be further divided into two subdomains, P1 and P2. The P2 subdomain is
exposed on the surface of the capsid protein and contains the major antibody recognition epi-
topes (A-E) and the histo-blood group antigen (HBGA) binding domains [5, 6].

These viruses are genetically diverse, with genetic drift and recombination being the main
driving forces shaping their evolution [7]. It is well known that the norovirus recombination
hotspot is located near the ORF1/ORF2 overlapping region, and a variety of recombinant
strains have been reported in Brazil and elsewhere [8, 9, 10, 11]. Despite its high genetic diver-
sity, most AGE outbreaks are caused by a single norovirus genotype: GIL.4 [1, 12]. Since 1995,
several different variants of GII.4 have emerged, remaining in human populations for 3 to 8
years, and they are associated with the global increase in AGE outbreaks [13]. The current pan-
demic variant (GIL.4 Sydney), first detected in Australia in 2012, originated from an antigenic
capsid variation and recombination event (GII.Pe-GIL.4), and it rapidly spread globally [14].

A novel norovirus recombinant strain, GILP16-GIL4, emerged in 2015 in the USA, and it
has been the predominant outbreak strain since then [15]. In September 2016, this strain was
described as the cause of an AGE outbreak in patients in Kawasaki City, Japan [16]. Since
then, GIL.P16-GII.4 has been reported in sporadic cases and outbreaks from September to
December 2016 in Germany and in increased outbreaks during 2016/2017 in France, and it
was detected in the waters of coastal streams in South Korea in December 2015, replacing the
formerly dominant strain GIL.P17-GII.17 [17, 18]. The last report came from sporadic cases
and outbreaks during 2015-2016 in England [19]. Our study documents for the first time the
emergence of this strain in samples from children with AGE on the southeastern coast of
Brazil.

Materials and methods
Specimens and ethics statement

Faecal specimens were collected from 190 children up to 11 years old during a surveillance
study of sporadic cases of AGE conducted between January 2015 and July 2016 in the south-
eastern Brazilian coast state, Espirito Santo. Inpatients and outpatients were enrolled at a pae-
diatric hospital and a public health facility located in the city of Vitoria (state capital) to assess
norovirus and rotavirus A frequencies. Three additional norovirus-positive specimens were
included in the study. They were obtained from an ongoing community-based project that
aims to monitor the incidence of norovirus and rotavirus A from asymptomatic and symptom-
atic children living in Manguinhos, a shantytown in northern Rio de Janeiro state, also on the
southeastern Brazilian coast. All specimens were obtained after parents signed the consent
form. The studies were approved by either the Institutional Ethical Research Committee of the
Center of Health Sciences of the Federal University of Espirito Santo (No. 704.923/14) or the
Oswaldo Cruz Foundation-CEP/ENSP/Fiocruz n° 688.566/14).
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RNA extraction and norovirus detection

Viral RNA was extracted from 10% faecal suspensions (w/v), and the nucleic acids were
extracted using the commercial QIAamp‘@ Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA)
according to the manufacturer’s instructions. Initially, norovirus detection was performed by
RT-qPCR using primers and a probe targeting the ORF1/2 junction [10, 20].

Molecular characterization, phylogenetic and recombination analysis

For norovirus characterization, positive samples were amplified by using the One-Step
RT-PCR kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) with Mon431 (nt 4820-4839) and G2SKR (nt
5367-5389) primers targeting a 570 bp fragment covering the 3’-end ORF1 and 5’-end ORF2,
named regions B and C, respectively [21, 22]. Sequencing was performed using the BigDye®™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit and ABI Prism 3730 Genetic Analyser (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA), and the genotype was assigned using the Norovirus Automated
Genotyping Tool [23]. Phylogenetic trees (based on the partial sequences of ORFsl1 and 2)
were constructed using the neighbour-joining method (Kimura two-parameter model, 2000
bootstrap replications for branch support) in MEGA 6.0 [24].

Plot similarity was carried out using SimPlot version 3.5.1 [25] to confirm the recombina-
tion event and to identify a putative recombination breakpoint. SimPlot analysis was per-
formed by setting the window width and the step size to 200 bp and 20 bp, respectively. In
addition, different methods implemented in the Recombination Detection Programme v.4.16
(RDP4) were also used [26], such as Bootscan, Recscan, GENECONYV, Maxchi, and Chimaera
analysis. One of the recombinant strains obtained in our study (LVCA_25726) was included as
a query, while putative parental sequences were obtained from the GenBank database. Events
detected by RDP with a p-value less than 10> were considered significant. The 40 sequences
of the ORF1/2 region were deposited in GenBank under the accession numbers KY451971-
KY451987 and MF158177-MF158199.

P2 region analysis

The P2 subdomains of three samples were amplified using the primers EVP2F and EVP2R
[27] to explore nucleotide and amino acid changes in the major epitopes of the VP1 protein.
The four P2 sequences were deposited in GenBank under the accession numbers MF681695-
MF681696 and KY551568-KY551569.

Results

A total 0f 26.8% (51/190) of the samples were positive for the GII norovirus, all in children up
to four years old, and no GI genotypes were detected; 37 strains from among the 51 norovi-
ruses were successfully sequenced. Based on results obtained with the genotyping tool (http://
www.rivim.nl/mpf/norovirus/typingtool) and from both the polymerase and capsid phyloge-
netic trees, most (59.5%) of the strains characterized (22/37) were classified as the novel noro-
virus recombinant form GILP16-GIL.4 Sydney (Table 1, Fig 1), including the three strains
from Rio de Janeiro, followed by GIL.Pe-GII4 Sydney 2012 (24.3%). The two strains were not
co-circulating, and since the first detection of the newly emergent GIL.P16-GIL 4, it has pre-
dominated among the strains characterized (Table 1).

All the samples characterized as the new recombinant strain containing the GIL.P16 poly-
merase genotype were detected between February and June 2016, and they represented 84.6%
(22/26) of all genotyped samples in that period. Three samples were characterized as GIL
P17-GII.17, a formerly emergent genotype, in the months of January to May 2016.
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Table 1. Distribution of norovirus genotypes detected in samples collected between January 2015
and July 2016 (n = 37) of the southeastern Brazilian coast state, Espirito Santo.

YEAR Norovirus sequenced region ORF-1 ORF-2 | Number of strains (%) N = 37
Gll.P16 Gll.3 1(2.7)
2015 Gll.Pg Gll.1 1(2.7)
Gll.Pe Gll.4 Sydney 2012 9(24.3)
GII.PNA Gll.4 1(2.7)
2016 GILP17 Gll.17 3(8.1)
Gll.P16 Gll.4 Sydney 22 (59.5)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189504.t001

The 22 GII.P16 sequences detected in our study belong to the recent emergent recombinant
form grouped into a separate clade containing GII.P16-GII.4 Sydney strains that were recently
detected in the USA (KX907727) and Japan (LC175468) in the years 2015 and 2016, respec-
tively (Fig 1A). The other detected RdRp sequence of GIL.P16 present in a different recombi-
nant type (GIL3 capsid genotype) was grouped into another phylogenetic clade along with
strains detected before 2014, represented by recombinant forms with different capsid geno-
types, such as GII.13 and GII.3 (Fig 1B).

SimPlot analysis confirmed the recombination event between GII.P16 and GIL4 Sydney
and revealed the breakpoint location near the ORF1-2 junction for all strains (data not
shown), like the strains described in Japan [15]. When comparing four strains with the refer-
ence strain Sydney 2012 (JX459907), other than an exchange of an amino acid (aa) at position
315 (all strains) and at positions 309 and 414 (NR11), which are outside the main antigenic
sites (epitopes A-E), we observed no other aa changes (Fig 2).

Discussion

In Brazil, a great diversity of norovirus GIL.4 variants, as well as intra-genotype recombinant
strains, have circulated throughout the country, following the global pattern observed in many
studies [28, 29, 30]. Herein, we described the detection in Brazil of an emergent recombinant
genotype that is currently circulating in many countries worldwide [15, 16, 17, 18, 19]. During
the study period, we observed a change in the circulation pattern of the recombinant strains,
with GII.Pe-GIIL.4 Sydney 2012 predominant in 2015, followed by an emergence and predomi-
nance of GIL.P16-GII.4 Sydney in 2016.

The emergence and predominance of the novel recombinant GII.P16-GII.4 Sydney in 2016
in southeastern Brazil corroborates with a similar trend in the current genotype circulation
observed in other countries, such as the USA, Japan, France, England and South Korea [15, 16,
17,19, 31]. In the USA, GIIL.P16-GIL.4 Sydney predominated in the winter of 2015-2016 and
became responsible for 60% of the total norovirus AGE outbreaks during the winter of 2016
2017 (https://www.cdc.gov/norovirus/reporting/caliciNet/data-tables.html) [15].

During this study, we also detected the formerly emergent GII.P17-GII.17 in three samples
analysed from 2016. This emergent virus had already been detected in Brazil in 2015 [32, 33];
however, despite a global distribution, its major impact in causing AGE outbreaks was
observed mainly in Asian countries [34, 35, 36, 37].

It is noteworthy that despite GII.4 being the most prevalent genotype worldwide, limited
types of polymerase recombination are described, such as GII.P1, GIL.P12, GIL.Pe and GII.P21
[9, 38, 39], suggesting that there is a restriction mediated by the efficiency of viral replication
[38]. In turn, the GILP16 polymerase, albeit less common, has already been detected as being
associated with the GIIL.3 capsid genotype in Spain, Bangladesh and Italy [40, 41, 42], with
GII.2 in China and Japan [43, 44], GIL.13 in Italy and Nepal [42, 45] and GII.17 in South Africa
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Fig 1. Phylogenetic analysis of Gll norovirus based on the partial nucleotide sequences of the
polymerase and capsid regions, using the MON431 (nt 4820-4839) and G2SKR (nt 5367-5389)
primers. (a) Phylogenetic tree of 231 bp within the polymerase region (3-ORF1). (b) Phylogenetic tree of 277
bp within the capsid region (5-ORF2). References strains of norovirus genotypes are named according to
GenBank with their respectively accession numbers. Brazilian strains are marked with black filled diamonds.
Recombinant strains of Gll.P16-Gll.4 are marked with green filled diamonds, and recombinant strains of GlI.
P16 grouping with non-Gll.4 capsid genotypes are highlighted with unfilled green diamonds. The bootstrap
values (2,000 replicates) are indicated in the phylogenetic tree, and values less than 70% are not
represented. The bar at the bottom of the figure is proportional to the genetic distance.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189504.9001

[46]. In our study, GII.P16 was detected with the GIL3 capsid genotype circulating in 2015;
however, it was grouped in a different cluster than our GIL.P16-GIIL.4 Sydney strains and previ-
ous strains detected in AGE outbreaks in Southern Brazil between 2010 and 2011 [10].
Recently, GII.P16 re-emerged combined with GII.2 grouped in the same cluster as the poly-
merase GII.P16 of the new recombinant GII.P16-GIL.4 Sydney, differing from the previous
one and suggesting the importance of the current GII.P16 polymerase in norovirus circulation
worldwide [18, 19, 47, 48, 49, 50, 51, 52]. The authors also described the importance of the
polymerase for viral fitness and variability [19]; therefore, the newly acquired polymerase
could play a role in the success of this recombinant form.

Although aa changes in major epitopes are important to norovirus evolution, especially epi-
topes A and D, which played a role in the emergence of the last variant GII.4 Sydney 2012 [53],
the three strains analysed in our study showed no aa changes in any of these sites compared
with the GII.4 Sydney 2012 reference strain (JX459907), or with GIL.P16-GII.4 strains detected
in Japan and the USA (Fig 2). Similar results were obtained by Ruis et al. (2017), who reported
no amino acid substitutions in the capsid of GIL.P16 strains isolated in England between 2015

Fig 2. Alignment of sequences of VP1 protruding P domain derived from norovirus Gll.4 strains.
Antigenic epitopes A (green), B (blue), C (orange), D (purple) and E (red) are indicated.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189504.9002
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and 2016, indicating the inability of this new recombinant strain to escape immunity against
the old GII.Pe-GIL4 Sydney 2012.

In conclusion, we described the newly emergent GII.P16-GII.4 Sydney strain circulating
along the southeastern coast of Brazil and becoming the predominant strain among samples
from this region analysed in 2016, having replaced the formerly emergent genotype GII.Pe-
GII.4 Sydney. The epidemiological impact of this emergent recombinant strain is still
unknown; however, it has already been detected circulating in several countries, suggesting a
potential worldwide distribution.

The genetic novelty of the new recombinant strains could reside in the acquisition of a
more efficient polymerase [19, 52]. The sequencing of both polymerase and capsid genes is a
valuable tool for a proper understanding of norovirus epidemiology and evolution. Concern-
ing this new variant, future studies are needed to investigate how long this recombinant will
remain circulating and whether new forms of GII.P16 recombination will emerge.
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