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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Julia Monassa Fioretti 

RESUMO 

Os gêneros Norovirus e Sapovirus, pertencentes à família Caliciviridae, são descritos 
infectando humanos. Os calicivírus humanos (CaV) desempenham um importante 
papel como agente etiológico de surtos de gastrenterite aguda (GA) no mundo, com 
especial destaque para os norovirus (NoV) do genótipo GII.4 por sua diversidade e 
associação a pandemias. Entretanto, na última década outros membros da família, 
como os NoV GIV e os sapovirus (SaV), vêm sendo associados a casos de GA, porém 
com poucos estudos no país. Este trabalho teve como objetivo avaliar a frequência, 
disseminação, diversidade genética e distribuição temporal dos CaV humanos no 
período de 2004 – 2014 a partir de amostras clinicas e ambientais. Em um primeiro 
estudo, 147 amostras de NoV GII.4 obtidas de diferentes regiões do Brasil, em um 
intervalo de 9 anos (2004 – 2012), foram caracterizadas para determinação e 
avaliação da dinâmica temporal das variantes deste genótipo no país. Seis variantes 
foram detectadas no período (Asia_2003, Hunter_2004, Yerseke_2006a, Den 
Haag_2006b, New Orleans_2009 e Sydney_2012), sendo observada a emergência 
de novas estirpes com posterior substituição das anteriores circulantes. A principal 
variante detectada neste estudo, a Den Haag_2006b, apresentou duas sublinhagens 
temporalmente e filogeneticamente distintas. Este foi o primeiro estudo na América 
Latina a evidenciar o padrão de temporalidade deste genótipo em amostras 
provenientes de casos de GA. Para investigação dos NoV GIV e SaV foi realizado um 
estudo de vigilância destes vírus no estado do Rio de Janeiro utilizando amostras 
clínicas provenientes de casos de GA no período de 2012 – 2014 e amostras de 
esgoto coletadas (2013 – 2014) da principal estação de tratamento do estado. NoV 
GI, GII e GIV foram responsáveis por 27% (87/316) dos casos de GA estudados, 
sendo descrita a ocorrência do GIV em amostras de fezes pela primeira vez no Brasil. 
Em relação às amostras ambientais, foi observada a presença de NoV GI, GII e GIV 
em águas residuárias não tratadas e tratadas. Um achado importante foi a presença 
de GII durante todo o ano, sem padrão de sazonalidade clara, assim como a maior 
prevalência de GI e GIV no esgoto quando comparado com amostras clínicas. O 
sequenciamento parcial do gene que codifica o capsídeo demonstrou a circulação do 
NoV GIV, com identidade nucleotídica variando entre 99.3 a 100% entre amostras 
clinicas e ambientais. A circulação de SaV foi demonstrada em 3.5% (12/342) das 
amostras clinicas e pela primeira vez no país em amostras ambientais (51/156 
[33.0%]), sendo caracterizados como SaV GI.1, GI.2, GI.6, GII.1 e GV.I. O elevado 
percentual de positividade em amostras de águas residuárias sugere a ocorrência de 
casos assintomáticos destes vírus. A utilização de duas abordagens metodológicas 
demonstrou diferenças na frequência, diversidade genética e padrões de 
sazonalidade destes vírus, revelando o impacto dos CaV humanos como agentes 
etiológicos de casos de GA no Estado e enfatizando a necessidade de se estabelecer 
redes de diagnóstico e vigilância, principalmente pela rápida capacidade evolutiva, em 
especial do NoV GII.4, responsáveis por pandemias após a introdução de novas 
variantes. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Julia Monassa Fioretti 

ABSTRACT 

Human calicivirus (CaV), belonging to Norovirus and Sapovirus genres of Caliciviridae 
family, play an important role as an etiologic agent of acute gastroenteritis (AGE) 
outbreaks in the world, with special emphasis on the norovirus GII.4 genotype (NoV) 
for its diversity and association with pandemics. However, in the last decade, other 
family members as GIV NoV and Sapovirus (SaV) have been associated with cases of 
AGE, however few studies in the country have been performed. This study aimed to 
evaluate the frequency, spread, genetic diversity and temporal distribution of human 
CaV during the period of 2004 to 2014 from clinical and environmental samples. In the 
first study, 147 samples of GII.4 NoV, obtained from different regions of Brazil, in a 
range of 9 years (2004 – 2012), were characterized in order to determine and evaluate 
the temporal dynamics of variants of this genotype in the country. Six variants were 
detected in the period (Asia_2003, Hunter_2004, Yerseke_2006a, Den Haag_2006b, 
New Orleans_2009 and Sydney_2012), and observed the emergence of new strains 
with subsequent replacement of the previous circulating. The main variant detected in 
this study, Den Haag_2006b, presented two sublineages temporally and 
phylogenetically distinct. This was the first study in Latin America that demonstrates 
the seasonnality pattern of this genotype in samples from AGE cases. For investigation 
of GIV NoV and SaV, was performed a surveillance study of these viruses in Rio de 
Janeiro State by using clinical samples from AGE cases during 2012 – 2014 and 
sewage samples collected (2013 – 2014) from the main treatment plant of State. GI, 
GII and GIV NoV accounted for 27% (87/316) of AGE cases studied, with the 
description of occurrence of GIV in stool samples for the first time in Brazil. Regarding 
the environmental samples, were observed the presence of GI, GII and GIV NoV in 
treated and untreated wastewater. An important finding was the presence of GII 
throughout the year, with no clear seasonality pattern, as well as a higher prevalence 
of GI and GIV in sewage when compared with clinical specimens. The partial 
sequencing of the gene that codifies for capsid revealed the circulation of GIV NoV 
with nucleotide identities ranging from 99.3 to 100% between clinical and 
environmental samples. SaV circulation was demonstrated in 3.5% (12/342) of clinical 
specimens and for the first time in the country in environmental samples (51/156 
[33.0%]), being characterized as SaV GI.1, GI.2, GI.6, GII.1 and GV.I. The high 
positivity rate in wastewater samples suggests the occurrence of asymptomatic cases 
of these viruses. The use of two methodological approaches demonstrated differences 
in the frequency, genetic diversity and seasonality patterns of these viruses, revealing 
the impact of human CaV as agents of AGE cases in the State and emphasizing the 
need to establish diagnostic and surveillance networks, especially by the rapid 
evolutionary capacity, in particular NoV GII.4 responsible for pandemics after the 
introduction of new variants. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) aproximadamente 842 mil 

pessoas morrem anualmente de gastrenterite aguda (GA), a qual é associada à 

ineficiência de saneamento básico, higienização das mãos e acesso inadequado a 

água potável. Dados recentes demonstram que, em 2015, 91% da população mundial 

passou a ter acesso adequado a fonte de água potável, com um aumento de 2,6 

bilhões de pessoas tendo acesso a essa melhoria nos últimos 25 anos. Entretanto, 

663 milhões de pessoas ainda não têm acesso a abastecimento de água potável 

(OMS e Unicef 2015).  

Uma modesta redução na morbidade da GA (11 – 16%) pode ser obtida por 

melhorias nas instalações básicas de água ou de saneamento, assim como a 

mortalidade de 361 mil crianças com idade inferior a 5 anos poderia ser evitada a cada 

ano se esses fatores de risco fossem extinguidos (OMS, 2014). Entretanto, o benefício 

na saúde da população é limitado, uma vez que essas fontes de água potável podem 

ser contaminadas, assim como o saneamento básico pode não proteger 

adequadamente a população da exposição a excrementos. 

A falta de acesso a água tratada afeta desproporcionalmente as pessoas que 

vivem em situação de pobreza em regiões em desenvolvimento. No entanto, mesmo 

as populações que vivem em países que tem abastecimento de água potável e 

tratamento adequado de esgoto estão propensas a surtos de doenças transmitidas 

por água. Somente nos Estados Unidos da América (EUA), durante os anos de 2009 

e 2010, por exemplo, foram relatados 33 surtos de GA associados ao consumo de 

água contaminada (CDC, 2013). Entretanto, independentemente da condição 

socioeconômica de um país, as gastroenterites de origem viral causadas por água 

contaminada são consideradas significativamente subnotificadas, não somente pelas 

limitações na detecção dos agentes etiológicos, mas também pelo fato de que 

indivíduos acometidos não procuram atendimento médico para infecções auto 

limitantes (CDC, 2013). 

No Brasil, segundo a OMS, 34% da população obteve acesso ao saneamento 

básico nos últimos 25 anos (OMS e Unicef 2015), o que coincidiu com dados de 

diminuição da mortalidade por doenças diarreicas no país. Outra importante 

contribuição para a diminuição da mortalidade da GA no Brasil se deve à 
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implementação no calendário de vacinação da vacina monovalente anti-Rotavírus A 

(RVA), (Rotarix®). Os RVA, conhecidos como os principais agentes virais 

responsáveis pela diarreia infanti aguda, teve seu impacto reduzido principalmente 

pela diminuição da gravidade da doença em crianças menores de cinco anos. Neste 

contexto, os calicivírus (CaV) humanos, representados pelos membros dos gêneros 

Norovirus (NoV) e Sapovirus (SaV) pertencentes a família Caliciviridae têm assumido 

um papel crescente nos casos de GA, com destaque para os NoV que atualmente são 

responsáveis por 18% de todos os casos de GA no mundo (Ahmed et al., 2014). O 

crescente impacto dos CaV humanos em casos de GA, reflete não somente uma 

melhora no diagnóstico, mas também a diversidade genética deste grupo de vírus, 

objeto deste estudo. 

 

1.1 Histórico dos calicivírus humanos   

 

A expressão winter vomiting disease foi utilizada pela primeira vez por Zahorsky 

(1929) para descrever uma doença súbita e autolimitada, que ocorria geralmente 

durante o inverno e tinha como principais sintomas diarreia, vômito e dores 

abdominais. Durante as décadas de 1940 e 1950 muitos estudos foram realizados 

para elucidação de surtos e casos esporádicos de GA não-bacteriana com os mesmos 

sintomas do winter vomiting disease ocorridos nos Estados Unidos e Japão. Filtrados 

de fezes e/ou lavados de esôfago de pessoas acometidas eram administrados 

oralmente em voluntários, que após um período de incubação de aproximadamente 

48 horas, desenvolviam os mesmos sintomas como náuseas, dores abdominais, 

vômito e diarreia (Reimann et al., 1945; Gordon et al., 1947; Kojima et al., 1948; 

Yamamoto et al.,1948; Jordan et al., 1953; Fukumi et al., 1957). Em outubro de 1968 

um surto ocorrido em uma escola em Norwalk, Ohio, EUA com as mesmas 

características descritas por Zahorsky (1929), também foi caracterizado como winter 

vomiting disease. Contudo, na ocasião, estudos laboratoriais não identificaram o 

agente etiológico envolvido (Adler e Zick, 1969). Posteriomente, Kapikian e 

colaboradores (1972) utilizando amostras clínicas deste surto identificaram, pela 

primeira vez, por imunomicroscopia eletrônica, partículas de aproximadamente 27 nm 

de diâmetro, com características semelhantes a vírus, em filtrados de fezes que 

induziram em voluntários os mesmos sintomas da doença. O agente de Norwalk foi o 

primeiro vírus descrito associado a casos de GA, sendo inicialmente nomeado de 
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picorna ou parvovirus-like por apresentar morfologia semelhante a estes vírus, no 

entanto foi posteriormente denominado Norwalk-like viruses Estudos posteriores 

demonstraram que outros vírus com morfologia pequena e arredondada, 

denominados small round-structured virus (SRSV), similares aos encontrados por 

Kapikian e colaboradores (1972), estavam associados com outros surtos de GA. Estes 

agentes infecciosos foram denominados a partir da localidade onde foram 

primeiramente descritos, como Hawaii, Snow Mountain, Sapporo, Southampton, 

Toronto, México e Montgomery County. Entretanto, o Norwalk-like virus permaneceu 

como protótipo dos SRSVs por ter sido o primeiro a ser descrito (Wyatt et al., 1974; 

Chiba et al., 1979; Dolin et al., 1982; Leers et al., 1987; Lambden et al., 1993; Jiang 

et al., 1995).  

A classificação destes vírus foi inicialmente baseada na morfologia apresentada 

a partir da visualização de suas partículas por imunomicroscopia eletrônica (Kapikian 

et al., 1972) (Figura 1.1). Entretanto, em um estudo realizado por Greenberg e 

colaboradores (1981) foi revelada a presença de uma proteína estrutural de 59 kDa 

em vírions do agente de Norwalk purificados a partir de filtrados de fezes. As 

características dessa proteína principal estavam relacionadas à família Caliciviridae, 

que tinha sido criada anteriormente pelo III Comitê Internacional de Taxonomia de 

Vírus (ICTV) (Matthews, 1979). Esta nova família de vírus de fita simples e polaridade 

positiva tinha como principais características a presença de uma proteína estrutural 

única, a partir da qual o capsídeo viral era composto e com a aparência de 32 

depressões em forma de taça em sua superfície, dispostos em simetria icosaédrica. 

O nome dessa família foi derivado da palavra latina calix que significa cálice ou taça. 

Outra característica era a ausência de um cap metilado na extremidade 5’ do RNA 

viral. Em vez deste, era descrita a presença de uma pequena proteína (VPg) de 

aproximadamente 10 – 12 × 103 Da ligada covalentemente ao RNA viral, que foi 

demonstrada como essencial para a infecciosidade do RNA (Black et al., 1978; 

Burroughs et al., 1978).  

Na década de 1990 o avanço das técnicas de biologia molecular possibilitou a 

clonagem e sequenciamento completo do genoma do Norwalk-like virus (Jiang et al., 

1990; Lambden et al., 1993). Análises filogenéticas corroboraram sua inclusão na 

família Caliciviridae, assim como os outros CaV humanos, descritos anteriormente. 

Em 1998, o ICTV aprovou a proposta de criação de mais dois gêneros na família 

Caliciviridae, o gênero Norwalk-like virus (NLV), tendo como espécie protótipo o vírus 
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Norwalk e o gênero Sapporo-like virus (SLV), com o vírus Sapporo como protótipo 

(Green et al., 2000). Apenas em 2005, o ICTV renomeou o gênero Norwalk-like virus 

para Norovirus e o gênero Sapporo-like virus para Sapovirus.  

Atualmente, a família Caliciviridae é constituída por vírus pequenos (27 – 40 

nm), não-envelopados e icosaédricos, os quais possuem RNA fita simples de 

polaridade positiva em seu genoma. Os cinco gêneros dessa família são denominados 

Norovirus, Sapovirus, Nebovirus, Lagovirus e Vesivirus, os quais os dois primeiros são 

descritos infectando humanos, causando GA. Os três últimos são CaV de importância 

veterinária: Nebovirus (NeV), representado pelo vírus Newbury-1 (NBV), que causa 

diarreia em bovinos; Lagovirus (LaV), representado pelo vírus da doença hemorrágica 

em coelhos (RHDV), e vírus da lebre marrom europeia (EBHSV); e Vesivirus (VeV), 

representado pelo CaV de felinos (FCV) e vírus do exantema vesicular de suínos 

(VESV) (Glass et al., 2009). 

 

 

 

Figura 1.1: Eletromicrografia de transmissão de partículas de sapovirus e 
norovirus a partir de amostras clínicas.  

Escala indica 100 nm. Adaptado de Oka et al., 2015. 
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1.2 Morfologia e genoma 

 

Os CaV exibem simetria icosaédrica T = 3, com capsídeo formado por 180 

moléculas da proteína viral (VP1), que se organizam em 90 dímeros, formando 32 

arcos protuberantes arranjados em forma de “cálice”, sendo esta a origem do nome 

desta família. Essa morfologia confere aos SaVs a aparência de estrela de Davi, 

característica esta que não é observada nas partículas de NoVs (Figura 1.1) (Prasad 

et al., 1994; Green et al., 2007). 

O genoma dos CaV é composto por uma fita simples de RNA de polaridade 

positiva com tamanho entre 7,3 e 8,5 kb. Sua extremidade 5’ contém a proteína viral 

(VPg), que está covalentemente ligada, enquanto que na extremidade 3’ uma cauda 

poliadenilada é observada. Uma curta região conservada (CR, conserved region) no 

final da extremidade 5’ se repete internamente no genoma próxima ao sítio de início 

da transcrição de um RNA subgenômico produzido durante a biossíntese viral, que 

atua como molde para a tradução das proteínas estruturais do vírion. As proteínas não 

estruturais (NS) são codificadas próximas à extremidade 5’ do genoma enquanto as 

proteínas estruturais (VP1 e VP2) são codificadas próximas à extremidade 3’. O 

genoma dos NoV possui três regiões abertas de leitura (ORF) enquanto o dos SaV 

possuem duas (GI, GIV e GV) ou três (GII e GIII) (Hansman et al., 2004; Hardy 2005) 

(Figura 1.2). O genoma dos SaV é organizado de modo que a sequência da principal 

proteína do capsídeo (VP1) está na mesma fase de leitura que as proteínas não 

estruturais; no genoma dos NoV, a VP1 está localizada na ORF2. Uma grande 

poliproteína codificada pela ORF1 é traduzida a partir do RNA viral e é processada 

em precursores ou produtos finais pela protease viral (NS6PRO). A estratégia de 

processamento proteolítico varia entre os diferentes calicivírus; contudo, todos os 

vírus codificam domínios para 7 proteínas não estruturais (NS1 – NS7) (Quadro 1); 

um sítio de clivagem extra está presente na ORF1 dos SaV, para os quais a VP1 está 

na mesma fase de leitura.  
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Figura 1.2: Estrutura e organização genômica dos calicivírus. 

A. Organização genômica – o RNA de fita positiva mede entre 7,3 e 8,5 kb, é 
covalentemente ligado a uma proteína viral (VPg) na terminação 5′ e é poliadenilado 
(poli(A)) na terminação 3′. CR: sequência nucleotídica conservada. B. Estrutura 
genômica dos norovírus (NoV) e sapovírus (SaV). Setas: domínios de clivagem para 
7 proteínas não estruturais (NS1-NS7); um sítio de clivagem extra está presente na 
ORF1 dos SaV, para os quais a VP1 está na mesma fase de leitura. C. Organização 
da VP1 dos NoV. Fonte: Adaptado de Soares CC, Calicivirus e Astrovirus. In Santos 
NOS, Romanos MTV, Wigg MD. Virologia humana 3. ed. – Rio de Janeiro: Guanabara 
Koogan, 2015. p. 466 – 479. 
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Proteínas 
Tamanho 

(kDa) 
ORF Função Comentário 

NS1/NS2 37 – 41 ORF1 Desconhecida 
NS1/NS2 é clivada em 2 

peptídeos em algumas estirpes 
de NoV e SaV 

NS3 40 – 41 ORF1 NTPase 
Sequência homóloga à RNA 

helicase, liga e hidrolisa 
NTP* 

NS4 19 – 32 ORF1 Desconhecida 
Análoga da proteína 3A dos 

picornavírus 

NS5 14 – 16 ORF1 VPg 
Liga-se a fatores celulares de 

iniciação da tradução de 
proteínas 

NS6 13 – 19 ORF1 
Cisteíno-
protease 

Medeia a clivagem da 
poliproteína codificada pela 

ORF1 

NS7 57 ORF1 RpRd 
Pode também ter atividade de 

protease na forma do precursor 
NS6/NS7 nos NoV 

VP1 58 – 60 

ORF1 
(SaV) 
ORF2 
(NoV) 

Principal 
proteína do 
capsídeo 

180 cópias por vírion 

VP2 12 – 29 

ORF2 
(SaV) 
ORF3 
(NoV) 

Componente 
minoritário do 

capsídeo 
1 a 2 cópias por vírion 

Quadro 1: Proteínas dos calicivírus, com suas funções, localizações e 
tamanho.  
Fonte: Adaptado de Soares CC, Calicivirus e Astrovirus. In Santos NOS, Romanos 
MTV, Wigg MD. Virologia humana 3. ed. – Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2015. 
p. 215 – 221. 

 

 

A ORF2 dos NoV codifica para principal proteína estrutural, VP1, contendo de 

530 a 555 aminoácidos (aa) com 58 – 60 kDa de massa molecular. O capsídeo viral é 

composto por 180 monômeros de VP1, que se unem formando 90 dímeros. A VP1 é 

dividida em dois domínios denominados S (shell), região mais conservada, e P 

(protruding), região mais variável, que são ligados por uma “alça” ou “dobradiça” 

(hinge). No domínio S (aa 1 a 225), região intermediária, está localizada o braço N-

terminal, que é a região mais interna do capsídeo. O domínio P (aa 226 a 520) é 

dividido em dois subdomínios denominados P1, que está compreendido entre os aa 

226 – 278 e 406 – 520 e P2 que está compreendido entre os aa 279 a 405. O 

subdomínio P2 é considerado uma região hipervariável, por estar localizado na 
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superfície mais externa do capsídeo viral (Figura 1.3) (Prasad et al., 1999; Bertolotti-

Ciarlet et al., 2003). A ORF3 codifica para uma proteína estrutural menor denominada 

VP2 de 208 – 268 aa e 22 – 29 kDa de massa molecular. Sua função no ciclo de 

replicação ainda não é clara, porém sabe-se que essa proteína está presente em uma 

ou duas cópias por vírion. Estudos sugerem que essa proteína possa estar envolvida 

no empacotamento do RNA viral (Glass et al., 2000b; Hardy, 2005). 

 

 

Figura 1.3: Representações da estrutura do capsídeo viral e da ORF2 dos 
norovírus.  

ORF: Open reading frame; S: domínio S; P1: subdomínio P1; P2: subdomínio P2. 
Representações da partícula: superfície viral (A). Proteína monomérica do capsídeo 
(B), dividida em uma região N-terminal (verde) de frente para o interior da VLP; um 
domínio Shell (Domínio S, amarelo) que forma a superfície contínua da VLP; um 
domínio saliente (Domínio P), que emana da superfície do domínio S. O domínio P 
encontra-se dividido em subdomínios P1 e P2 (vermelho e azul, respectivamente) com 
o subdomínio P2 na superfície mais distal da VLP. Corte transversal e fundo da 
partícula viral (C). Dímeros da proteína do capsídeo (D) montados em simetria 
icosaédrica. Representação esquemática das posições dos domínios S, P1 e P2 na 
ORF2 (E). Adaptado de Hutson et al., 2004 e Hardy, 2005. 
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1.3 Propriedades físico-químicas   

 

Os CaV têm capacidade de flutuação em cloreto de césio de 1,33 a 1,41 g/cm3 

(Cubitt et al., 1979; Suzuki et al., 1979). Os NoV permanecem infecciosos após 

tratamento com desinfetantes, comumente utilizados, como alcoóis e compostos 

quaternários de amônio, assim como após aquecimento a uma temperatura de 60°C 

por 30 minutos, a éter 20% por 18 horas a 4 °C e quando expostos a pH 2,7 por três 

horas a temperatura ambiente (Dolin et al., 1972). Também são resistentes à 

inativação após tratamento com 3,75 a 6,25 mg/L de cloro (resíduo de cloro livre de 

0,5 a 1,0 mg/L), concentração a qual é encontrada em sistemas de distribuição de 

água para consumo. Entretanto, as partículas de NoV são inativadas após tratamento 

com 10 mg/L de cloro. Estudos demonstram que os NoV são mais resistentes a 

inativação por cloro do que poliovírus tipo 1, rotavírus humanos (Wa), rotavírus simion 

(SA11) e de bacteriófago F2 (Green et al., 2007).  

Estudos realizados com SaV suíno demonstram estabilidade a pH 3,0 a 8,0, à 

temperatura ambiente durante 1 h, sensibilidade ao tratamento com etanol (60% e 

70%) à temperatura ambiente durante 30 s, inativação por 200 mg/L (ou ppm) de 

hipoclorito de sódio à temperatura ambiente durante 30 min e por aquecimento a 56 ° 

C durante 2 h (Wang et al., 2012). 

 

 

1.4 Classificação 

 

Os gêneros Norovirus e Sapovirus são classificados de acordo com o grau de 

diferença dos aminoácidos (aa) da VP1 (Katayma et al., 2004; Hansman et al., 2005; 

Oka et al., 2006; Zheng et al.,2006). Ambos os gêneros apresentam classificação em 

genogrupos (G) e genótipos de acordo com o percentual de variação entre os vírus, 

sendo a nomenclatura tradicional baseada na combinação genogrupo-genótipo (por 

exemplo, GII.4).  

 

1.4.1 Norovírus 

 

Utilizando o método de distância de bases sem correção, os genogrupos dos 

NoV apresentam diferença de aminoácidos (aa) variando entre 45 a 61% (Zheng et 
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al., 2006). Atualmente, o gênero é dividido em seis genogrupos (GI − GVI), com a 

proposta de um sétimo (GVII) ainda em andamento (Martella et al., 2008; Tse et al., 

2012). Os genogrupos são subdivididos em genótipos (diferença entre 14 a 44% da 

sequência aa da VP1) e em estirpes (0 a 14% de diferença) (Zheng et al., 2006). 

Membros dos GI, GII e GIV são descritos infectando humanos, com exceção dos 

GII.11, GII.18 e GII.19 que têm origem suína e GIV.2 que tem origem canina. Até o 

momento, 29 genótipos de NoV humanos foram descritos, dos quais 9 pertencem ao 

GI, 19 ao GII e um ao GIV (Vinjé et al., 2015).  

Duas regiões do genoma dos NoV são utilizadas para classificar as estirpes: a 

região localizada na ORF1, a qual codifica para a polimerase e a localizada na ORF2, 

a qual codifica para a VP1. A diversidade genética e os frequentes eventos de 

recombinação entre as ORF1 e ORF2 têm resultado em topologias filogenéticas que, 

apesar de similares, não são idênticas, como mostrado nas árvores de máxima 

verossilhança da ORF1 (Figura 1A) e ORF2 (Figura 1B). Devido à ocorrência destas 

recombinações, uma nomenclatura binária utilizando ambas as sequências da 

polimerase e VP1 tem sido proposta. Neste novo sistema de nomenclatura, foi 

proposto a adição da letra “P”, para a designação de sequências provenientes da 

região da polimerase. Por exemplo, um isolado do genogrupo II que tenha 

agrupamento no genótipo 4 pela ORF1 e agrupamento no genótipo 3 pela ORF2 

(capsídeo) será nomeado conjuntamente GII.P4_GII.3 (Kroneman et al., 2013). 

Importante notar que a nomenclatura dos genogrupos GIV, GVI e GVII não são 

consistentes: GIV e GVI foram inicialmente classificados como um único genogrupo, 

o qual era reconhecido como GIV, e as estirpes dos GVII também foram classificadas 

no passado como pertencentes ao GVI (de Graaf et al., 2016). 

Devido à grande diversidade genética e um padrão de sazonalidade 

diferenciado em relação aos outros genótipos descritos, o GII.4 tem sido sub-

classificado, nos últimos 10 anos, em variantes (Siebenga et al., 2007a). Foi proposto 

que uma variação superior a 5% na sequência aminoacídica da VP1 pode determinar 

uma nova variante (Zheng et al., 2010). Estas são nomeadas de acordo com o ano 

e/ou local onde foram isoladas, sendo as principais variantes pandêmicas descritas 

até o momento as US_95/96, Farmington Hills_2002, Hunter_2004, Yerseke_2006a, 

Den Haag_2006b, New Orleans_2009 e Sydney_2012 (de Graaf et al., 2016).  
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Figura 1.4: Classificação dos norovírus baseada nas árvores filogenéticas das 
sequências das ORF1 (RdRp) e ORF2 (VP1).  

A escala representa o número de substituições nucleotídicas por sítio. Adaptado de 
de Graaf et al., 2016. 
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1.4.2 Sapovírus 

 

Os SaV são divididos em cinco genogrupos (GI a GV) (Farkas et al., 2004; Oka 

et al., 2012; 2015), e nove adicionais (GVI a GXIV) têm sido propostos (Scheuer et al., 

2013). Até o momento, os SaV humanos foram classificados em quatro genogrupos 

(GI, GII, GIV e GV). Oka e colaboradores (2012) estabeleceram um sistema de 

classificação dos SaV humanos o qual propõe a classificação em estirpes quando 

valores de distância entre pares de base for entre 0 – 15.9%, em genótipos 19.8 – 

47.1% e em genogrupos 52.2 – 80.7%. Com base nestes critérios, os GI e GII foram 

subdivididos em sete genótipos (GI.1 – GI.7 e GII.1 – GII.7). GIV apresentou um único 

genótipo (GIV.1) e GV foi subdividido em dois genótipos (GV.1 e GV.2). GV inclui 

ainda SaV detectados a partir de suínos (GV.3) e leões marinhos (GV.4). 

Sequências parciais de regiões da polimerase e da VP1 podem ser utilizadas 

para caracterizar os SaV detectados, bem como para analisar a sua similaridade em 

estudos epidemiológicos (Kitajima et al. 2010a; 2011; Bucardo et al., 2014; Liu et al., 

2015). Em contraste, a região de junção de RdRp – VP1, que é geralmente utilizada 

para detecção por PCR em tempo real, é muito curta para tal análise. O ICTV 

estabelece que para designação de novos genótipos e genogrupos seja realizado o 

sequenciamneto completo da VP1. 
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Figura 1.5: Árvore filogenética de sapovírus baseada na sequência nucleotídica 

completa da VP1 com a classificação dos genogrupos I, II, III, IV e V e seus 

respectivos genótipos.  

A escala representa o número de substituições nucleotídicas por sítio. Adaptado de 

Oka et al., 2015. 
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1.5  Manifestações clínicas e patogenia 

 

As principais manifestações clínicas observadas na infecção por CaV humanos 

são vômito e diarreia podendo vir acompanhadas por febre, dores abdominais, 

náuseas e cefaleia. A infecção ocorre por via oral e o período de incubação varia de 

10 a 51 h, com média de 24 h. A resolução dos sintomas geralmente ocorre entre um 

e quatro dias em indivíduos imunocompetentes (Thornton et al., 2004). Cerca de 30% 

das infecções por NoV são assintomáticas. Nestes casos, a eliminação dos vírus 

ocorre em títulos inferiores quando comparados pela excreção de individuos 

sintomáticas (Graham et al., 1994; Phillips et al., 2009). Infeção assintomática por SaV 

também tem sido demonstrada (Chiba et al., 1979; Matson et al., 1990; Bucardo et al., 

2012), entretanto análises quantitativas por PCR demonstram que indivíduos 

assintomáticos excretam SaV nas fezes em níveis comparáveis a de sintomáticos 

(Yoshida et al., 2009; Kobayashi et al., 2012). Em geral, a gravidade da GA por SaV 

é mais branda em relação a dos NoV (Pang et al., 2000; Rockx et al., 2002; Sakai et 

al., 2001). A infecção por NoV está associada a complicações clínicas mais graves 

em grupos mais suscetíveis (recém-nascidos prematuros e pacientes 

imunocomprometidos) (Bok et al., 2012; Frange et al., 2012; Naing et al., 2013). Os 

NoV representam um maior agravo em crianças menores de cinco anos e pessoas 

idosas devido ao risco aumentado de desidratação. Em imunocomprometidos a 

infecção pode apresentar duração prolongada e a excreção permanecer por anos 

(Gallimore et al., 2004; Roos-Weil et al., 2011; Green 2014). A eliminação prolongada 

de NoV, tanto em pacientes crônicos sintomáticos quanto assintomáticos, representa 

um risco à saúde pública por aumentar as chances de contaminações e surtos 

nosocomiais e por propiciar a geração de uma grande diversidade da população viral 

intra-hospedeiro (Sukhrie et al., 2010; Bull et al., 2012).  

Devido à dificuldade em se estabelecer um sistema de cultivo celular e um 

modelo animal para propagação dos CaV humanos, o conhecimento a respeito da 

patogênese da infecção destes vírus tem sido gerado por estudos histológicos, 

bioquímicos e físicos em voluntários humanos e por estudos com NoV murino (GV) 

ou outros CaV de animais capazes de se propagarem em cultivo celular (Bhella et al., 

2008; Perry et al., 2010). 

A dose infecciosa (DI) dos NoV pode variar para diferentes estirpes, com 

estimativas variando de 18.2 (Teunis et al., 2008) a 1320 – 2800 partículas (Atmar et 

al., 2014). Especula-se que os SaV também possam ter baixa dose infecciosa 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Roos-Weil%20D%22%5BAuthor%5D
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(semelhante a dos NoV), no entanto estudos com voluntários são necessários para 

confirmar esta consideração. 

A infecção por NoV resulta em alterações histológicas de curta duração e de 

intensidade média na morfologia da mucosa intestinal, onde são observados aumento 

e embotamento das vilosidades, encurtamento dos microvilos, vacuolização 

citoplasmática, edema intracelular e apoptose dos enterócitos. Também se observa 

uma infiltração inflamatória em direção à lâmina própria, assim como um aumento de 

células T citotóxicas intraepiteliais no duodeno. O influxo de linfócitos T CD8+ 

(citotóxicas) é indicativo de um mecanismo direto para promoção da apoptose via 

liberação de perforinas (Blacklow et al., 1972; Schreiber et al., 1973; 1974; Troeger et 

al., 2009). 

 

 

1.6 Ciclo replicativo 

 

A estratégia de replicação dos NoV e SaV compartilha muitas características 

de outros vírus RNA de polaridade positiva, sendo o ciclo replicativo descrito baseado 

na replicação do CaV felino (Green et al., 2007). O vírus entra na célula hospedeira 

via receptores específicos, e posteriormente o genoma é liberado no citoplasma 

(Kreutz et al., 1994; Maeda et al., 2002), onde a iniciação da tradução é mediada pela 

interação da proteína VPg à maquinaria celular (Gutierrez-Escolano et al., 2000; 

Daughenbaugh et al., 2003; Goodfellow et al., 2005). A ORF1 é traduzida em uma 

poliproteína, que é clivada durante e após a tradução em proteínas não estruturais (e 

a estrutural VP1, no caso dos SaV) pela 3Clike protease (3CLpro) (Sosnovtsev et al., 

2002). As ORF2 e 3 dos NoV são traduzidas nas proteínas estruturais VP1 e VP2, 

respectivamente, a partir dos RNAs genômico e subgenômico (Hardy 2005). 

A replicação do RNA viral está associada à membrana celular da célula 

hospedeira, assim como todos os outros vírus de RNA de polaridade positiva (Green 

et al., 2007). A síntese da fita de RNA de polaridade negativa a partir do RNA 

genômico se inicia no final desta a partir da extremidade 3’, a fita anti-senso tem como 

função servir como molde para a síntese do RNA genômico e subgenômico de 

polaridade positiva (Neill et al., 1998; Gutierrez-Escolano et al., 2003). O mecanismo 

de empacotamento, maturação e liberação das partículas virais de NoV e SaV ainda 

não estão esclarecidas (Green et al., 2007). 
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Os antígenos de grupo histo-sanguíneo (HBGAs), que são expressos na 

superfície de células epiteliais de mucosas, têm sido indicados como os principais 

receptores para os NoV. Os HBGAs são carboidratos neutros ligados a proteínas ou 

lipídeos na superfície celular. As enzimas fucosiltransferases (FUT 1, 2 e 3), que 

controlam a síntese de HBGAs são codificadas pelas famílias de genes polimórficos 

ABO, secretor e Lewis, respectivamente. Essas três famílias contêm alelos 

silenciosos, que podem resultar em fenótipos nulos em seus loci. Indivíduos contendo 

o gene selvagem FUT2, denominados secretores, são suscetíveis à infecção por NoV, 

enquanto indivíduos com o alelo nulo FUT2, não-secretores, são resistentes à 

infecção (Lindesmith et al., 2003). Um número distinto de perfis de ligação específicos 

para cada estirpe tem sido descrito, de modo que estes vírus podem infectar quase 

todos os indivíduos devido a sua alta variabilidade genética. Esses dados ressaltam a 

natureza adaptativa e provavelmente de uma longa co-evolução dos NoV humanos e 

seu hospedeiro (Karst 2010). 

Em relação aos SaVs, nenhum fator genético ligado ao hospedeiro tem sido 

associado a suscetibilidade ou resistência a infecção e doença causada por esses 

vírus. (Bucardo et al., 2012). Recentemente foi descrito que resíduos de ácido siálico 

atuam como receptores funcionais para SaV suíno (Kim et al., 2014). 

 

 

1.7 Imunidade 

 

A imunidade aos CaV é complexa e pouco compreendida devido às respostas 

heterogêneas na população humana e à natureza transitória da imunidade em alguns 

indivíduos. Estudos realizados em voluntários humanos revelaram que 

aproximadamente 50% dos adultos desenvolveram a doença após o desafio com 

NoV. Esses resultados demonstram um elevado grau de suscetibilidade à doença 

induzida tanto de forma natural quanto experimental (Blacklow et al., 1972; Wyatt et 

al., 1974). 

Dados provenientes de desafios em voluntários humanos e de surtos de NoV 

ocorridos naturalmente na população demonstram que os indivíduos desenvolvem 

anticorpos específicos e que a presença dessa resposta não está correlacionada a 

proteção. A imunoglobulina de classe G (IgG) sérica vírus-específica é induzida e 

persiste por meses após a infecção, enquanto IgA e IgM são de curta duração (Parrino 

et al., 1977; Johnson et al., 1990; Graham et al., 1994; Lindesmith et al., 2003). 
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Estudos com anticorpos séricos demonstram que anticorpos da classe IgG contra NoV 

são genogrupo-específicos, embora ocorra reatividade cruzada inter-genótipos pelo 

cruzamento da resposta contra estirpes heterólogas dentro do mesmo genótipo 

(Rockx et al., 2005b; Cannon et al., 2009; Reeck et al., 2010; Lindesmith et al., 2010, 

2011). 

Atualmente, não existe nenhum modelo animal o qual reproduza diretamente a 

gama de sintomas da doença observada em humanos. Entretanto evidências de 

infecção por NoV humanos têm sido demonstradas em bezerros, leitões gnobióticos, 

chimpanzés e macacos (Rockx et al., 2005a; Cheetham et al., 2006; Souza el al 2007; 

2008; Bok et al., 2011). A ausência de cultura celular para NoV humanos inviabiliza a 

determinação da capacidade neutralizante dos anticorpos específicos para NoV, 

assim como a duração de sua resposta. Deste modo, é possível que o declínio da 

imunidade humoral esteja relacionada à suscetibilidade de indivíduos previamente 

expostos terem repetidas infecções por NoV (Karst 2010). 

Tem sido sugerido que os NoV podem propiciar imunidade coletiva, baseando-

se no padrão de pandemias dos NoV GII.4 em intervalos de 2 a 4 anos, com a 

emergência de uma estirpe de vírus dominante, substituindo a anterior. Esta 

emergência de novas variantes GII.4 pandêmicas é postulada como resultado de drift 

antigênico mediado pela alteração do uso de carboidrato ou da antigenicidade, 

facilitando o escape da imunidade coletiva (Lindesmith et al., 2003; Cannon et al., 

2009, Siebenga et al., 2009). 

A imunidade coletiva de curta duração resulta na evolução da emergência de 

estirpes de NoV, mas o declínio desta imunidade com o passar do tempo, possibilita 

que indivíduos geneticamente suscetíveis possam ser repetidamente infectados com 

vírus homólogos durante um período longo. As variantes 2002 – 2005 de NoV GII.4 

apresentam perfis de ligação a receptores distintos quando comparados com os das 

variantes 1974 – 1997, enquanto o perfil de ligação da variante de 2006 é similar com 

o das variantes 1974 – 1997 (Donaldson et al., 2008; Bok et al., 2009). 

Os estudos de soroprevalência de SaV humanos usando vírus purificado ou 

proteínas do capsídeo recombinantes demonstram que a taxa de soroprevalência 

aumenta gradualmente com a idade, podendo atingir um nível elevado (> 90%) em 

crianças em idade escolar, e mantendo-se elevada (80 a 100%) no soro de adultos 

(Sakuma et al., 1981; Nakata et al., 1985; 1998; Cubitt et al., 1987; Farkas et al., 2006). 

Estes resultados sugerem que infecção por SaV é comum durante a primeira infância. 
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Mecanismos de protecção por imunidade/resistência a infecção por SaV no 

local da infecção primária provável (por exemplo, lúmen intestinal) ainda necessitam 

ser esclarecidos, entretanto a presença de anticorpos anti-SaV pré-existentes no soro 

tem sido associada a frequências reduzidas de infecção e doença, pelo menos para 

os anticorpos anti-SaV antigenicamente homólogos (Nakata et al., 1985). 

Recentemente um estudo no Japão demonstrou a ocorrência de reinfecções 

sintomáticas com genogrupo/genótipo de SaV diferentes (Harada et al., 2013).  

 

 

1.8 Epidemiologia 

 

1.8.1 Transmissão 

 

A excreção de CaV nas fezes de indivíduos infectados pode continuar depois 

que os sintomas desaparecem (Suzuki et al., 1979; Chiba et al., 1980), entretanto a 

carga viral diminui gradualmente após o início da doença (Iwakiri et al., 2009), 

podendo variar de 105 a 1012 cópias genômicas/grama de fezes durante o pico de 

excreção (Hansman et al., 2007c; Wu et al., 2008; Teunis et al., 2008; Harada et al., 

2012; Atmar et al., 2014). 

Os surtos de GA provocados por NoV são relatados principalmente em lugares 

com grandes aglomerações como cruzeiros marítimos (Wikswo et al., 2011), 

acampamentos militares (Bailey et al., 2008; Wadl et al., 2010), hospitais (Georgiadou 

et al., 2011), asilos (Lin et al., 2011), creches (Ferreira et al., 2012), escolas e 

universidades (CDC, 2009). 

Surtos de NoV podem ocorrer durante todo o ano, embora se observe 

diferentes padrões de sazonalidade nos hemisférios norte e sul. Diversos estudos 

demonstram a ocorrência destes vírus em meses mais frios e secos do ano em países 

de clima temperado (Hale et al., 2000; Mounts et al., 2000; Green et al., 2002). 

Entretanto, em países de clima tropical, esse padrão de sazonalidade não é muito 

bem definido, sendo relatados aumentos de frequência dos NoV em diferentes meses 

do ano (Borges et al., 2006; Soares et al., 2007; Ribeiro et al., 2008; de Andrade et 

al., 2014; Fumian et al., 2016).  

Embora o número de surtos de SaV relatados sejam menores em relação aos 

NoV (Hedlund et al., 2000; Blanton et al., 2006; Hall et al., 2013), surtos ocorrem 

durante todo o ano em diversas localidades, como por exemplo creches, escolas, 
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faculdades, hospitais, lares, restaurantes, hotéis, salões de festas e navios 

(McSwiggan et al., 1978; Cubitt et al., 1980; Hansman et al., 2007c; Pang et al., 2009; 

Yoshida et al., 2009; Mikula et al., 2010; Miyoshi et al., 2010; Svraka et al., 2010; 

Yamashita et al., 2010; Lee et al., 2012). 

Em relação à sazonalidade, semelhante aos NoVs, (Phan et al., 2004; Harada 

et al., 2009, Pang et al., 2000; 2014), os SaVs são detectados mais frequentemente 

nas estações mais frias do ano em países do hemisfério norte, como por exemplo 

Japão, EUA, Reino Unido, Dinamarca e Canadá (Harada et al. 2009; Dey et al. 2012; 

Lee et al. 2012), embora diferentes picos sazonais durante o ano também tenham sido 

relatados (Nakata et al., 1998, Pang et al., 2000). Em contrapartida, estudos 

realizados na África do Sul (Page et al., 2016), Malawi (Dove et al., 2005) e Quênia 

(Nakata et al., 1998) os SaV foram detectados durante todo ano, com pequenos picos 

durante o verão e outono. 

A transmissão dos CaV ocorre por meio das vias fecal-oral e vômito-oral por 

quatro rotas gerais: contato direto pessoa-pessoa, alimentícia, hídrica ou através de 

fômites. A contaminação alimentar ocorre tipicamente por manipuladores de alimentos 

infectados durante o processo de preparo ou também durante o processo de 

distribuição do alimento. Diversos estudos relatam surtos de GA por NoV ocorridos 

pelo consumo de frutas vermelhas (Le Guyader et al., 2004; Sarvikivi et al., 2012), 

moluscos bivalves (Gunn et al., 1982; Baker et al., 2011) e saladas (Vivancos et al., 

2009) contaminadas. A utilização de água contaminada para recreação ou consumo 

pode resultar em surtos de larga escala (Beller et al., 1997; Kukkula et al., 1999; Hewitt 

et al., 2007). Um estudo realizado na Europa demonstrou que 88% dos surtos de GA 

por NoV foram devido ao contato pessoa-pessoa, 10% por alimentos contaminados e 

2% por água contaminada (Kroneman et al., 2008). Nos últimos anos dados da 

literatura têm relacionado um aumento de surtos de NoV em consequência de 

alimentos contaminados. As principais causas desse aumento são o crescimento do 

mercado global de vegetais, frutas e carnes, dos quais são originários de países que 

não possuem procedimentos microbiológicos seguros assim como uma mudança nos 

hábitos alimentares, como o consumo de alimentos crus ou levemente cozidos (Newell 

et al., 2010). Surtos de origem alimentar com suspeita de SaV também são relatados 

(Usuku et al., 2008; Iizuka et al., 2013; Iritani et al., 2014). O maior surto de origem 

alimentar por SaV (n = 665 pessoas) ocorreu no Japão em 2010 (Kobayashi et al., 

2012). Uma investigação epidemiológica apontou que a fonte de contaminação foi 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sarvikivi%20E%22%5BAuthor%5D
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proveniente de lanches de caixa prontos, os quais tinham sido preparados por 

manipuladores infectados.  

Se um dos efeitos do desenvolvimento econômico de um país é o melhor 

saneamento e higiene, este deveria coincidir com uma menor incidência de doenças 

de transmissão hídrica, alimentar e ambiental, e possivelmente com uma maior 

frequência da doença causada pelo contato direto pessoa-pessoa. Desta forma, os 

indivíduos que vivem em países onde o saneamento e higiene são inadequados, 

provavelmente ocorrerá uma maior exposição aos NoVs por múltiplas rotas. Esta 

noção de transmissão é consistente com uma maior incidência da doença na faixa 

etária mais jovem da população (Shioda et al., 2015) assim como mais casos de 

reinfecção assintomática em países em desenvolvimento (Lopman et al., 2014). 

 

 

1.8.2 Faixa etária 

 

Os NoVs infectam pacientes de todas as idades, uma característica que os 

difere de outros vírus gastrentéricos, como os RVA, os astrovírus e os adenovírus 

entéricos, que infectam preferencialmente crianças menores de 5 anos (Glass et al, 

2000a). Estimativas populacionais em países desenvolvidos indicam uma incidência 

de doença por NoV em indivíduos de todas as faixas etárias variando entre 3.8 a 

10.4% por ano (Karsten et al., 2009; Hall et al., 2011; Scallan et al., 2011; Verhoef et 

al., 2013). Isto significa que, baseado em uma expectativa de vida de 80 anos, uma 

pessoa deverá sofrer de três a oito episódios de GA associada a NoV durante sua 

vida, dos quais pelo menos um deverá ocorrer até os cinco anos de idade (Phillips et 

al., 2010). A mortalidade em crianças menores de 5 anos pode variar de 71 mil (em 

2011 [Lanata et al., 2013]) a 212.000 (em 2004 [Patel et al., 2008]). Nesta faixa etária, 

os NoVs representam a terceira causa etiológica mais comum de mortalidade por 

diarreia, atrás dos RVA e Escherichia coli enteropatogênica (Lanata et al., 2013). 

A doença por SaV ocorre com mais frequência em crianças menores de cinco 

anos, entretanto estes vírus também são detectados em crianças mais velhas, adultos 

e idosos (Rockx et al., 2002, de Wit et al., 2001; Yoshida et al. 2009; Svraka et al. 

2010; Lee et al. 2012 Pang et al., 2014). Os índices de detecção de SaV na população 

sintomática são, geralmente, menores que os de NoV, podendo variar de 1,4% a 

19,2% (Harada et al., 2009; Svraka et al., 2010; Lee et al., 2012; Trang et al., 2012). 
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1.8.3 Distribuição geográfica 

 

É estimado que os NoV estejam associados a pelo menos 18% de todos os 

casos de doença diarreica no mundo. Esta percentagem é mais elevada em casos de 

comunidade (24%), do que casos ambulatoriais (20%) ou hospitalares (17%) (Ahmed 

et al., 2014). 

A maioria dos estudos de vigilância epidemiológica demonstram o GII como o 

mais prevalente entre os NoV detectados em humanos e mais frequentemente 

associado com epidemias e casos esporádicos, quando comparado ao GI (Noel et al., 

1999; Victoria et al., 2007; Ferreira et al., 2008; Bull et al., 2010; Fioretti et al., 2011; 

de Andrade et al., 2014). A circulação de NoV GIV é pouco estudada, sendo sua 

prevalência e epidemiologia molecular pouco conhecida. Alguns estudos demonstram 

este genogrupo presente em amostras fecais provenientes de indivíduos com GA nos 

Estados Unidos (Fankhauser et al., 2002), na Itália (La Rosa et al., 2008) e no Japão 

(Iritani et al., 2002).  

Em relação à prevalência de genótipos, o NoV GII.4 tem sido descrito como o 

mais prevalente desde meados da década de 1990, sendo responsável por grande 

parte dos surtos e de casos esporádicos de GA no mundo (Noel et al., 1999; Lopman 

et al., 2004; Lindesmith et al., 2008; Patel et al., 2008). Períodos epidêmicos causados 

por GII.4 estão associados com a entrada de novas variantes antigenicamente 

distintas das anteriores. O fenômeno de emergência e substituição de variantes de 

NoV GII.4 geralmente ocorre em intervalos de 2 a 4 anos e tem sido observado em 

todos os continentes (Siebenga et al., 2007a). Em 1995/1996 um aumento significante 

de surtos de NoV foi registrado na Austrália, Europa e EUA, sendo a estirpe 95/96_US 

identificada como o principal genótipo entre os NoV (Fankhauser et al., 1998, Wright 

et al., 1998). Em 2002, surtos de gastrenterite aguda associados à NoV atingiram 

níveis sem precedentes em vários países do mundo. Estudos posteriores 

demonstraram a emergência de uma nova variante de GII.4, o vírus Farmington 

Hills_2002 (Lopman et al., 2004; Dingle, 2004; Widdowson et al., 2004). No início de 

2004, uma terceira estirpe pandêmica emergiu, sendo nomeada Hunter_2004. Em 

2006 um novo aumento de surtos por NoV foi associado à emergência de duas 

variantes: Yerseke_2006a e Den Haag_2006b. A primeira emergiu a partir da estirpe 

da Hunter_2004, enquanto a segunda emergiu da Farmington Hills_2002. Até o ano 

de 2004, cada nova variante emergente descendia da variante anterior circulante, o 

que não ocorreu com a Den Haag_2006b (Bull et al., 2006; Siebenga et al., 2009; 
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Motomura et al., 2010). As duas últimas emergências de variantes foram descritas em 

2009 e 2012, sendo nomeadas New Orleans_2009 e Sydney_2012, respectivamente. 

(Vega et al., 2011; Yen et al., 2011). Outras variantes como 2001, 2002CN, 2003, 

2007 e 2008 foram detectadas circulando ao longo desses anos em alguns 

continentes, entretanto não apresentaram características pandêmicas (Larsson et al., 

2006; Okada et al., 2006; 2007; Motomura et al., 2010).  

Essa alternância entre períodos de grande número de surtos com posterior 

diminuição pode indicar a obtenção de imunidade coletiva na população. Essa 

pressão imunogênica tem sido relacionada como um importante regulador da 

evolução dos NoV GII.4 (Buesa et al., 2002; Adamson et al., 2007; Okada et al., 2007; 

Siebenga et al., 2007a; 2007b; Lindesmith et al., 2008; Johansen et al., 2008; Tu et 

al., 2008; Donaldson et al., 2010; Boon et al., 2011).  

Análises por ferramentas de bioinformática têm demonstrado que GII.4 

apresenta elevada taxa de mutação e capacidade evolutiva, o que provavelmente 

facilita o surgimento de estirpes antigenicamente divergentes (Bull et al., 2010). É 

evidenciado que mutações no subdomínio P2 do capsídeo viral, que contém o sítio de 

ligação com antígeno celular HBGA, combinado com a expansão da população 

suscetível pode ser responsável pela emergência de variantes pandêmicas 

(Donaldson et al., 2010; Lindesmith et al., 2011). A imunidade coletiva de curta 

duração contra os NoV impulsiona a evolução de estirpes emergentes, contudo o 

declínio desta possibilita que indivíduos suscetíveis possam ser reinfectados com 

vírus homólogos (Bull & White 2011).  

Estudos de epidemiologia molecular em diferentes regiões do mundo 

demonstram que algumas linhagens de GII.4 isolados em uma determinada região 

geográfica são capazes de causar epidemias disseminadas, no entanto, são 

geograficamente limitadas (Siebenga et al., 2009). O fracasso dessas linhagens GII.4 

epidêmicas espalharem globalmente pode ser devido às diferenças na genética e o 

microbioma do hospedeiro ou diferenças na exposição prévia de NoV nestas 

populações (de Graaf et al., 2016).  

Uma comparação da evolução de estirpes de genótipos não-GII.4 e estirpes 

GII.4 sugere que as primeiras estão sujeitas a uma menor pressão adaptativa. Apesar 

de ser menos prevalente do que as GII.4, estirpes GII.3 são frequentemente 

detectadas em amostras de pacientes, particularmente em crianças, e evoluem a uma 

taxa de 4,16 × 10-3 substituições de nucleotídeos por sítio por ano (subst/sítio/ano), o 

que é semelhante à taxa de evolução de estirpes pertencentes ao GII.4 e GI (Boon et 
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al., 2011; Kobayashi et al., 2015). No entanto, apesar das taxas de substituição 

nucleotídica semelhantes, a acumulação de mutações de aminoácidos é muito menor 

para as estirpes GII.3 do que para GII.4 (Boon et al., 2011), o que é indicativo de uma 

pressão imunogênica mais limitada nas estirpes GII.3. 

Recentemente, os principais surtos de GA por NoV ocorridos em algumas 

regiões da Ásia têm sido associados a estirpe recém-surgida GII.P17_GII.17, onde 

pôde-se observar a substituição da variante Sydney_2012 GII.4 anteriormente 

circulante. Embora o genótipo GII.P17_GII.17 também tenha sido detectado em casos 

de GA na Europa, Estados Unidos e Austrália, ainda não foi observada a substituição 

da Sydney_2012 nessas regiões (de Graaf et al., 2015).  

Enquanto o impacto dos NoVs tem sido extensivamente estudado, a vigilância 

epidemiológica para SaV é menos avançada (Oka et al., 2015). Estes vírus são 

importantes agentes etiológicos de surtos e casos esporádicos de GA, sendo 

demonstrado circulando em diferentes regiões do mundo (Svraka et al., 2010; Dey et 

al., 2012; Tam et al., 2012; Hassan-Rios et al., 2013). Dados de estudos apontam os 

SaV como causa de 1,3 – 8,0% dos surtos de GA (Hedlund et al., 2000; Blanton et al., 

2006; Iritani et al., 2014). Outros demonstram taxa de positividade variando entre 5,9 

a 22,6% em amostras de surtos as quais apresentaram resultados negativos para NoV 

ou para NoV e bactérias enteropatogênicas (Ike et al., 2008; Pang et al., 2009, Lee et 

al., 2012). Co-infecções de SaV e outros vírus entéricos também são relatados em 

surtos de GA (Nakata et al., 2000; Bon et al., 2005; Lyman et al., 2009; Rasanen et 

al., 2010; Iritani et al., 2014). 

Os SaV foram descritos associados a casos esporádicos no Japão, Holanda, 

Reino Unido, Dinamarca, Finlândia, EUA e Canadá com taxa de positividade variando 

entre 2.2 a 12,7% (Nakata et al., 1998; de Wit et al., 2001; Harada et al., 2009, Iturriza-

Gomara et al., 2009; Dey et al., 2010; Chhabra et al., 2013; Pang et al., 2000; 2014). 

Nestes estudos, os SaVs variaram entre o segundo e o quarto principal agente 

patogênico dos casos de GA esporádica. Em ambientes fechados e com 

aglomeração, os SaV foram detectados em 7.0% nos EUA (Lyman et al., 2009), 19% 

na Dinamarca (Rosenfeldt et al., 2005) e 2.3% no Japão (Akihara et al., 2005).  

Estes vírus também foram descritos em casos de GA em países em 

desenvolvimento da África subsaariana, como Quênia (5,7% em < 14 anos) (Mans et 

al., 2014), Tanzânia (5,7 – 6,4% em < 5 anos) (Liu et al., 2011; Elfving et al., 2014), 

Malawi (8% em <5 anos) (Dove et al., 2005), África do Sul (4,1 – 8,4% em todas as 
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idades) (Mans et al., 2010; 2014), Gabão (9,5% em <5 anos) (Lekana-Douki et al., 

2015) e Burkina Faso (18% em <5 anos) (Matussek et al., 2015). Apesar da GA por 

SaV ser considerada branda, um estudo na África do Sul demonstrou estes vírus em 

crianças hospitalizadas e associados a mortes neste país. Os autores observaram que 

fatores determinantes que aumentaram as chances de ocorrência de SaV nessas 

crianças incluíam a superlotação, reduzido acesso a saneamento adequado e 

infecções concomitantes. Crianças com co-infecção com HIV e SaV apresentaram 

sangue nas fezes e baixo peso ao nascimento (Page et al., 2016). 

Para os SaV há uma variabilidade temporal na predominância de alguns 

genótipos (Dey et al., 2012; Harada et al., 2012). No Japão estudos de epidemiologia 

molecular revelam que o GI.1 desempenha um importante papel em casos 

esporádicos de GA, seguido dos GI.6, GIV, GI.4, GI.8 e GII.1. Em 2004 – 2005, o GI.6 

foi o genótipo mais comum detectado e associado com o primeiro surto de SaV em 

Osaka, sendo posteriormente substituído pelo ressurgimento de GI.1 em 2006 (Phan 

et al., 2006; 2007). Houve a emergência de GIV em 2007 (Harada et al., 2009), mas 

este genogrupo não foi detectado em 2008 – 2011; o GII.3 surgiu em 2008 e sua 

prevalência diminuiu gradualmente em 2009 e 2010; o GI.1 reapareceu 

predominantemente em 2010 (Harada et al., 2012). Dey e colaboradores (2012) 

observaram, entre os anos de 2003 a 2009, o genótipo GI.1 predominante em casos 

de GA, seguido dos GIV, GII.3, GII.2, GII.12 e GI. 

 

 Norovirus e Sapovirus no Brasil 

 

No Brasil, o primeiro estudo de CaV humanos demonstrou, por microscopia 

eletrônica, a presença destes vírus em amostras de crianças sintomáticas e 

assintomáticas durante os anos de 1987 – 1988 no estado de São Paulo (Timenetsky 

et al., 1993). Posteriormente, Gabbay e colaboradores (1994) realizaram o primeiro 

estudo soroepidemiológico para NoV em crianças e idosos de populações indígenas 

na Amazônia, com soroprevalência variando entre 39% e 100%. Parks e 

colaboradores (1999) determinaram pela primeira vez a diversidade genética dos 

NoV, com a detecção de GI e GII, em amostras de crianças menores de um ano 

hospitalizadas com gastrenterite grave, residentes em comunidades carentes da 

cidade de Fortaleza (Ceará).  
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Em seguida outros estudos, utilizando técnicas moleculares de detecção viral, 

demonstraram uma frequência variando de 7.8 a 35% de infecção por NoV em 

indivíduos de diversos grupos etários em diferentes regiões do país (Borges et al., 

2006; Soares et al., 2007; Ferreira et al., 2010a; 2010b; de Andrade et al., 2014; 

Amaral et al., 2015). A grande diversidade genética dos NoV foi observada em 

diferentes cidades, sendo o GII o mais frequente, sobretudo o GII.4 (Gallimore et al., 

2004; Castilho et al., 2006; Soares et al., 2007; Victoria et al., 2007; Andreasi et al, 

2008; Nakagomi et al., 2008; Ribeiro et al., 2008; Xavier et al., 2009; Ferreira et al., 

2008, 2010a; 2010b; 2012; Fioretti et al., 2011). Até o momento, nenhum dos estudos 

realizados no país demonstrou a presença do NoV GIV em amostras clínicas.  

Dados de circulação dos SaV no Brasil são limitados, uma vez que estes vírus 

não estão incluídos na rotina de vigilância epidemiológica de agente causadores de 

GA. O conhecimento a respeito da presença destes vírus no país é proveniente de 

pesquisas realizadas principalmente nas regiões Norte, Nordeste e Centro-Oeste. Em 

estudo realizado em uma creche em Goiás foi demonstrado taxa de positividade para 

SaV em 4.6% das amostras analisadas, com detecção dos genótipos GI.1 e GI.3 em 

dois surtos (Marques Mendanha de Oliveira et al., 2014). Neste mesmo estudo, 28.6% 

(16/56) das crianças assintomáticas apresentaram resultado positivo para SaV, sendo 

demonstrado positividade maior estatisticamente significante em crianças 

assintomáticas em relação às sintomáticas. No nordeste, estes vírus foram detectados 

em uma taxa de 9.8%, dos quais 22.6% eram de pacientes sintomáticos e 4.9% 

assintomáticos, dos casos estudados no estado do Maranhão entre os anos 1997 a 

1999 (Portal et al., 2016). No Pará, estudos demonstraram esses vírus em 2.5% dos 

casos de GA em uma comunidade Quilombola, com circulação dos genótipos GI.1 e 

GII.2 (Aragão et al., 2013) e em 4.9% em crianças menores de 3 anos, onde foram 

caracterizados os genótipos GII.1 (66,7%), GI.1 (20%) e GI.2 (13,3%) (Aragão et al., 

2010). 

 

 Disseminação ambiental  

 

Estudos de virologia ambiental vêm evidenciando ampla disseminação no 

Brasil dos NoV GI e GII em diferentes ecossistemas aquáticos, com taxa de detecção 

variando em 4,5 – 14% em praias urbanas, 5,8 – 7.4% em rios, 18,8% em lagoas; 

4,8% em mangues e 8 – 58% em águas de esgoto tratada e não-tratada, com 
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concentrações virais variando de 103 a 106 cópias genômicas/L (Miagostovich et al., 

2008; Moresco et al., 2012; Victoria et al., 2010; 2014a; Fumian et al., 2013, Keller et 

al., 2013; Vieira et al., 2012; 2016). Em relação a disseminação no ambiente dos NoV 

GIV, estudos em águas de rio e esgoto demonstram taxa de positividade variando de 

16,7% no Brasil (região Norte) (Teixeira et al., 2016), 21,8% em Itália (Muscillo et al., 

2013), 50% no Japão (Kitajima et al., 2009; 2010b) e 67% nos EUA (Kitajima et al., 

2014). 

Apesar da grande diversidade de pesquisas realizadas para NoV em diferentes 

matrizes ambientais no Brasil, até o momento os SaV não foram descritos circulando 

no ambiente. Mundialmente, a disseminação de SaV no ambiente tem sido descrita 

no Japão (20 – 100%) (Kitajima et al., 2010a; 2011), Itália (12,5%), Espanha (Sano et 

al., 2011), África do Sul (14 – 92%) (Murray et al., 2013a), Quênia (31 – 34%) (Kiula 

et al., 2010) e EUA (Kitajima et al., 2014). Estudos demonstram carga viral de SaV em 

amostras de rio e esgoto variando 104 a 107 cópias/L (Haramoto et al., 2008; Kitajima 

et al., 2010a; 2014; Murray et al., 2015). A detecção de estirpes de SaV geneticamente 

indistinguíveis (isto é, com sequências parciais do genoma semelhantes ou idênticas) 

em amostras ambientais, tais como em moluscos bivalves, águas superficiais ou em 

esgotos, daquelas detectadas em amostras clínicas sugerem a origem fecal humana 

destes vírus , a qual foi lançada em águas ambientais e acumulados em organismos 

filtradores (Hansman et al., 2007a; 2007b; Iwai et al., 2009; Kitajima et al., 2010a; 

2011; Sano et al., 2011; Di Bartolo et al., 2013; Iizuka et al., 2010; 2013;  Murray et 

al., 2013a; 2013b). Os SaVs são detectados com maior frequência em amostras de 

água (esgoto e rio) nas estações mais frias do ano, em países de clima temperado, 

(Haramoto et al., 2008; Kitajima et al., 2010a; Sano et al., 2011) quando o número de 

pacientes com GA esporádica associada a SaV aumenta (Johnsen et al., 2009; Tam 

et al., 2012; Dey et al., 2012; Harada et al., 2012; 2013).  

 

 

1.9 Diagnóstico 

 

A primeira geração de métodos de diagnóstico dos CaV foi estabelecida nas 

décadas de 1970 e 1980, através da técnica de imunomicroscopia eletrônica utilizando 

reagentes provenientes de indivíduos previamente infectados por estes vírus. As fezes 

de pacientes infectados em fase aguda serviam como fonte de antígenos virais, assim 
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como o soro de fase convalescente era utilizado como soro hiperimune (Atmar e 

Estes, 2001). 

A técnica de microscopia eletrônica para detecção direta de vírus em 

espécimes fecais requer uma concentração viral de pelo menos 106 partículas por mg 

de fezes, tornando a técnica pouco sensível quando as amostras clínicas possuem 

baixa carga viral (Doane, 1994). 

Em 1990, o sequenciamento completo do genoma dos NoV propiciou o 

desenho de iniciadores específicos que flanqueiam a região do gene que codifica para 

a polimerase, que por ser uma região conservada, é capaz de detectar diferentes 

estirpes (Jiang et al., 1990). Desde então, outros calicivírus humanos tiveram seu 

genoma completo sequenciado (Jiang et al., 1993; Lambden et al., 1993; Dingle et al., 

1995).  

Jiang e colaboradores (1992b) estabeleceram um sistema de expressão da 

proteína do capsídeo viral (VP1) em baculovirus, permitindo a obtenção de antígeno 

viral e de soro hiperimune em animais, possibilitando o desenvolvimento de ensaios 

imunoenzimáticos (EIE). Atualmente, esta metodologia tem sido utilizada em testes 

de triagem de surtos para NoV, com sensibilidade variando em 55 – 83 % e 

especificidade de 92 – 98% (Lopman et al., 2002; Richards et al 2003; Morillo et al., 

2011a; Siqueira et al., 2011). EIEs têm sido desenvolvidos para a detecção de 

antígenos de SaV em amostras clínicas (Nakata et al., 1988; 1998; Hansman et al., 

2006), entretanto esses testes não são amplamente utilizados devido à dificuldade na 

detecção de estirpes de SaV antigenicamente diferentes, à baixa sensibilidade 

quando comparada com métodos moleculares e à atual falta de disponibilidade 

comercial (Oka et al., 2015). 

A partir da década de 1990, com o avanço de técnicas de biologia molecular, 

foram estabelecidos os primeiros protocolos de detecção viral pela técnica de reação 

em cadeia da polimerase precedida de transcrição reversa (RT-PCR) para os NoV e 

SaV (De Leon et al., 1992; Jiang et al., 1992a; 1999; Ando et al., 1995; Green et al., 

1995; Honma et al., 2000). Desde então, protocolos qualitativos e quantitativos têm 

sido utilizados como método de detecção e quantificação dos NoV e SaV. As principais 

regiões utilizadas para esta finalidade são a da polimerase e da junção polimerase e 

VP1, as quais são as mais conservadas do genoma (Beuret et al., 2002; Kageyama 

et al., 2003; Oka et al., 2006; Trujillo et al., 2006). 
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O padrão ouro para genotipagem e estudos de filogenia dos NoV e SaV é o 

sequenciamento completo da VP1. Entretanto esta técnica é laboriosa, uma vez que 

este gene possui aproximadamente 1600 pares de base. Desta maneira, o 

sequenciamento parcial de diferentes regiões da polimerase e do capsídeo, tem sido 

utilizado (Beuret et al., 2002; Kojima et al., 2002; Vinjé et al., 2004; Kitajima et al., 

2010a), embora as regiões da polimerase não ofereçam padrão discriminatório 

eficiente, sendo as regiões do capsídeo largamente utilizadas para estudos de 

epidemiologia molecular (Victoria et al., 2007; Ferreira et al., 2008; 2012; Barreira et 

al., 2010; Fioretti et al., 2011; Silva et al., 2013; Vicentini et al., 2013; de Andrade et 

al., 2014). As principais regiões do genoma dos NoV utilizadas para o sequenciamento 

parcial da VP1 são denominadas C e E (extremidade 5’ da ORF2) e região D 

(extremidade 3’ da ORF2) sendo utilizadas para a caracterização dos genogrupos e 

genótipos de NoV (Noel et al., 1997; Kojima et al., 2002; Vinjé et al., 2004). 

Para caracterização das variantes de NoV GII.4, Vega e colaboradores (2011) 

desenvolveram um protocolo com iniciadores específicos que amplificam a região 

codificante do subdomínio P2 do capsídeo viral (674 pb), que por acumular maior 

número de mutações, tem sido útil nesta caracterização, substituindo o 

sequenciamento completo da ORF2. 

Em virtude à implementação de classificação binária para NoV, a análise de 

mais de uma região do genoma (polimerase e VP1) também é importante para a 

detecção de estirpes únicas ou recombinantes (Vinjé et al., 2000). Neste contexto, têm 

sido utilizados protocolos que amplificam a região 3’ da ORF1 (polimerase) e a região 

5’ da ORF2 (capsídeo), possibilitando a caracterização simultânea de ambas as ORFs 

(Fumian et al., 2012). 

Devido à ampla distribuição geográfica e variabilidade genética dos NoV, foi 

estabelecido uma rede global de vigilância eletrônica, a Noronet, seguindo um acordo 

entre três redes envolvidas na vigilância molecular destes vírus: a rede de vigilância 

da Austrália e Nova Zelândia, a rede de transmissão de vírus por alimentos da Europa 

e a Calicinet nos EUA. O objetivo desta rede global de vigilância é a ampliação dos 

conhecimentos a respeito das tendências geográficas e temporais no surgimento e 

disseminação de variantes de NoV e também a criação de uma nomenclatura 

padronizada e fundamentada para genótipos e variantes de GII.4. Este sistema de 

vigilância eletrônica inclui dados moleculares e epidemiológicos de NoV de diferentes 

países, bem como uma ferramenta de genotipagem automática em que sequências 
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de qualquer região do genoma NoV podem ser inseridos e classificados utilizando 

métodos filogenéticos. Esta abordagem permite a identificação da emergência de 

novas estirpes epidêmicas, demonstrando a importância dos NoV como agentes de 

surtos e casos esporádicos de gastrenterite aguda em todo o mundo (Kroneman et 

al., 2011). 

 

 

1.10 Prevenção, controle e vacina 

 

A prevenção de surtos de GA causados pela infecção por NoV depende da 

identificação do modo de transmissão. De modo geral a interrupção da transmissão é 

obtida pela implementação de medidas de controle da contaminação de alimentos e 

da água, mantendo ao mesmo tempo uma higiene adequada nos manipuladores de 

alimentos e reduzindo a propagação do surto pelo contato pessoa-pessoa. 

Atualmente, existem metodologias que permitem a detecção dos NoVs diretamente 

de águas ou alimentos contaminados, auxiliando na identificação e eliminação da 

fonte de contaminação prevenindo novas infecções (Katayama et al. 2002; Calgua et 

al., 2013; Fumian et al. 2009; Melgaço et al., 2016). 

É recomendado o afastamento de manipuladores de alimentos infectados por 

no mínimo 3 dias após a resolução dos sintomas e, para evitar a transmissão pessoa-

pessoa, adultos e crianças infectados devem se manter afastados das atividades 

escolares e de trabalho pelo mesmo período de tempo (CDC, 2011) Medidas como 

higienização das mãos com água e sabão, principalmente após usar o banheiro e 

trocar fraldas de bebês, antes de fazer refeições ou de manipular alimentos podem 

diminuir os riscos de infecção por NoV. Desinfetantes à base de álcool podem ser 

utilizados, mas não como substitutos da lavagem das mãos. Alimentos como frutas e 

verduras devem ser lavados e moluscos filtradores devem ser cozidos 

completamente. Superfícies de preparo de alimento devem ser desinfetadas, 

utensílios de cozinha, toalhas e uniformes devem ser lavados. Após episódios de 

vômito e diarreia, superfícies contaminadas devem ser desinfetadas com solução de 

hipoclorito a 5-25% ou 1000 a 5000 ppm (CDC, 2011). Após um surto ou epidemia 

com duração prolongada, interromper o funcionamento de estabelecimentos como 
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navios de cruzeiro, resorts, acampamentos e restaurantes é essencial para evitar a 

exposição de uma nova população de suscetíveis (Patel et al., 2009).  

Desde que proteínas do capsídeo viral de NoV foram expressas como partículas 

semelhantes a vírus (VLPs) (Jiang et al., 1992b), estas têm sido consideradas como 

principais candidatos a vacina de NoV. As VLPs são morfologica e antigenicamente 

indistinguíveis dos NoV, e por não possuirem material genético em seu interior, estas 

partículas não apresentam capacidade replicativa. Os primeiros estudos com VLPs 

demonstram que estas que podem induzir resposta imunológica humoral e de mucosa 

em camundongos e seres humanos quando administradas por via oral, intranasal ou 

parentérica (Ball et al., 1998; 1999; Guerrero et al., 2001; Tacket et al., 2003; Herbst-

Kralovetz et al., 2010). As principais dificuldades na elaboração de uma vacina para 

NoV incluem a eventual necessidade de reformulação no caso de surgimento de 

novas variantes antigênicas, como acontece com as vacinas da gripe. Devido à 

biologia dos vírus e a resposta imune nos humanos, há uma série de características 

que determinarão o sucesso e relevância para a saúde pública de uma vacina NoV. 

Os principais pontos a serem solucionados são se a vacina desenvolvida irá 

proporcionar uma protecção ampla contra vários genótipos; como uma infecção prévia 

por NoV afetará a imunogenicidade e a eficácia da vacina; se a mesma formulação e 

cronograma será eficaz em todos os grupos etários e como a suscetibilidade genética 

poderá afetar o êxito desta (CDC, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 
 

2 RELEVÂNCIA  

 

Ao longo dos últimos 20 anos os NoV têm se destacado como importantes 

agentes de surtos de GA não bacterianos, com crescente impacto em pandemias 

principalmente devido à capacidade evolutiva do genótipo GII.4. Este genótipo, 

apresenta um padrão de sazonalidade distinto quando comparado com outros 

genótipos, sendo a sua prevalência atribuída a emergência e substituição de variantes 

em intervalos de dois a quatro anos. No Brasil, estudos anteriores demonstraram sua 

circulação em diversos estados da federação, assim como sua associação a surtos e 

casos esporádicos, embora poucos tenham caracterizado as variantes circulantes, 

assim como a evolução das mesmas no país (Ferreira et al., 2008; 2012; Fioretti et 

al., 2011; Aragão et al., 2013; Silva et al., 2013; de Andrade et al., 2014). Outra lacuna 

se refere à falta de informações sobre a circulação dos CaV humanos considerados 

emergentes. Grande parte dos estudos estão restritos a investigação dos NoV GI e 

GII, com poucos trabalhos incluindo a pesquisa de NoV GIV ou SaV, mesmo com a 

crescente importância destes agentes associados a casos de GA. 

Atualmente, a detecção de vírus em aguas residuárias complementam dados 

epidemiológicos de vigilância em saúde, uma vez que refletem o fluxo dos vírus da 

população que é atendida por uma determinada rede de esgotamento sanitário, 

contribuindo principalmente com a detecção e caracterização molecular de vírus 

associados a infecções assintomáticas ou brandas ou que ainda não tenham seu 

impacto estabelecido em uma dada população.  

Neste contexto, esta tese teve como objetivo principal expandir os 

conhecimentos a respeito da diversidade dos CaV humanos no país, contribuindo com 

um estudo de dinâmica temporal das variantes de NoV GII.4 circulantes em um 

intervalo de nove anos, assim como com estudo de vigilância laboratorial para 

investigação dos NoV GIV e SaV em amostras clinicas e ambientais, a fim de se 

avaliar a frequência, a carga viral e a diversidade genética destes vírus no estado do 

Rio de Janeiro.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

Demonstrar a diversidade genética dos CaV humanos pela caracterização 

molecular das variantes do genótipo GII.4 no Brasil (2004 – 2012),, e pela detecção 

de novos agentes como os NoV GIV e SaV no Rio de Janeiro durante o período de 

20012 a 2014. 

 

3.2 Específicos 

1) Identificar as variantes de NoV GII.4 e caracterizar o padrão de temporalidade da 

circulação das mesmas no país durante os anos de 2004 – 2012. 

2) Determinar a frequência e a diversidade genética dos NoV e SaV humanos em 

casos de gastrenterite aguda ocorridos no Estado do Rio de Janeiro no período 

de 2012 – 2014.  

3) Avaliar a disseminação destes vírus em amostras de esgoto tratado e não tratado 

coletadas entre os anos de 2013 – 2014 na estação de tratamento de esgoto (ETE 

– Alegria) do Rio de Janeiro. 
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4 METODOLOGIAS E RESULTADOS 

 

As seções “Metodologias” e “Resultados” deste trabalho de tese estão 

apresentados sob forma de manuscritos publicados ou em processo de submissão 

(itens 4.1, 4.2 e 4.3).  

O manuscrito 4.1 apresenta os resultados relacionados a caracterização das 

variantes de NoV GII.4 (objetivo específico 1), enquanto que os manuscritos dos itens 

4.2 e 4.3 apresentam os resultados referentes aos dados de frequência, diversidade 

genética e disseminação ambiental do NoV GIV e SaV, respectivamente. 
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4.1 Temporal Dynamics of Norovirus GII.4 Variants in Brazil between 2004 and 

2012
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4.2 Surveillance of Noroviruses in Rio de Janeiro: Occurrence of genogroup IV in 

clinical and wastewater samples 
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ABSTRACT 

 Norovirus (NoV) genogroup (G) IV has been described infecting humans, 

although few reports regarding the frequency and spread of this virus result in a lack 

of information about its clinical significance. The main goal of this study was to 

investigate the occurrence of GIV NoV in the State of Rio de Janeiro in order to 

evaluate frequency, concentration and genetic diversity using clinical and 

environmental approach. For this purpose 316 stool samples were collected from acute 

gastroenteritis cases reported in a three-year period. Wastewater samples were also 

obtained from three different points along the main wastewater treatment plant 

(WWTP) from Rio de Janeiro during one year, totalizing 156 samples. All samples were 

submitted to quantitative analysis by TaqMan™ real time PCR for GI, GII and GIV NoV. 

Eighty-seven, out of 316 clinical samples were positive (27.5%) for NoV, of which 78 

(89.7%) were GII, 12 GI (13.2%) and three (3.4%) GIV, with viral load ranging from 103 

to 1012 genome copies (CG) per gram. Co-infection with different genogroups was 

observed in four samples as GI/GII (2), GI/GIV (1) and GI/GII/GIV (1). Regarding 

wastewater samples, the frequency in raw sewage of GI, GII and GIV was 38.5%, 

96.2% and 52%, respectively, with viral load ranging from 104 to 107 genome copies 

(CG) per liter. Data revealed higher frequency of GI and GIV NoV in wastewater when 

compared to clinical samples. This could be due to asymptomatic cases in human 

population. To our knowledge, this is the first description of GIV NoV in clinical samples 

in Brazil. These results demonstrate the importance of carrying out an active laboratory 

surveillance including an environmental approach in order to assist the epidemiology 

of the virus that have neglected diagnosis or have not yet determined their impact on 

the population studied.  
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INTRODUCTION 

 

Human norovirus is estimated to be associated with 18% of all diarrheal disease 

and the major causative agent of acute gastroenteritis (AGE) outbreaks worldwide 

(Ahmed et al., 2014). The genus Norovirus (NoV) belongs to the Caliciviridae family, 

which comprises nonenveloped viruses with an icosahedral symmetry that are 

approximately 27 – 30 nm in diameter. The NoV genome is organized into three open 

reading frames (ORF), with ORF1 encoding six non-structural proteins, including the 

RNA-dependent RNA-polymerase, ORF2 encoding the structural protein VP1 that 

composes the viral capsid, and ORF3 encoding the structural protein VP2. Based on 

the amino acid sequence of VP1, NoV has been classified into six genogroups (GI to 

GVI), and further subdivided into at least 36 genotypes (Zheng et al., 2006; Kroneman 

et al., 2013). GI, GII and GIV NoV have been described infecting humans, and 

outbreaks are mainly caused by GII (Kroneman et al., 2008). While majority 

epidemiological data report the occurrence of GI and GII, few studies have described 

the occurrence and spread of GIV from clinical and environmental samples worldwide 

(van den Berg et al., 2005; La Rosa et al., 2008; 2010; Haramoto et al., 2008; Kitajima 

et al., 2010; Di Martino et al., 2014).  

In Brazil, studies regarding NoV molecular epidemiology have been focusing in 

GI and GII (Victoria et al., 2007; Fioretti et al., 2011; Ferreira et al., 2012; Aragão et 

al., 2013; Vicentini et al., 2013; de Andrade et al., 2014), and until now, there has been 

only one study describing the detection of GIV NoV in environmental samples from 

Amazon region (Teixeira et al., 2016). Therefore, there is a lack of information 

concerning the prevalence of this genogroup in clinical specimens and its 

dissemination in environmental waters. The aim of this study was demonstrate the 

occurrence and impact of GIV NoV infections in AGE cases occurred in the 
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metropolitan area of Rio de Janeiro, evaluating the frequency and distribution of those 

viruses in clinical and environmental samples, as well as the main genogroups that 

infect humans, as GI and GII NoV. 

 

 

MATERIAL AND METHODS 

 

Clinical samples 

A total of 316 stool samples were obtained by spontaneous demand of 

inpatients (n = 192) and outpatients (n = 124) from AGE outbreaks or sporadic cases 

attended in public health centers, including hospitals and the central laboratory of Rio 

de Janeiro State during 2012 and 2014. Samples obtained were from age groups, 

including children less than one year old and elderly people (< 81 years). All samples 

were previously tested negative for rotavirus. This study was approved by the Ethics 

Committee of FIOCRUZ (CEP number: 311/06). 

 

Wastewater samples 

Wastewater samples were obtained from the largest urban wastewater 

treatment plant (WWTP) of Rio de Janeiro State, which receives 5000 l s-1 of 

wastewater from approximately 1.5 million inhabitants. The treatment procedure 

employs an aerobic process using conventional activated sludge and the final effluent, 

without chlorinating, is discharged into the Guanabara Bay (area of 380 km2). 

Wastewater samples were collected from three points of the WWTP: influent 

(untreated wastewater), primary and secondary effluents. The primary effluent was 

collected from the preliminary treatment, which process consists of a grid separation 

followed by a primary sedimentation at a hydraulic retention time (HRT) of two hours 
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(h). The secondary effluent sample was obtained after the activated sludge process 

treatment, consisting of an aeration of primary effluent in tanks for five h followed by 

secondary sedimentation with an HRT of four h. The secondary effluent is not 

chlorinated, and is discharged into the water environment.  

Samples were collected weekly for a period of one year (May/2013 to May/2014) 

totalizing 156 samples, 52 from each point (influent, primary and secondary effluent). 

At each sampling point, 500 ml of wastewater was collected in sterile plastic bottles, 

stored at 4 °C and transported to the laboratory for immediate analysis. 

 

Virus concentration method 

A low-cost methodology based on the adsorption of viruses to preflocculated 

skimmed-milk proteins was used for NoV concentration from wastewater (Calgua et 

al., 2013). Before the concentration step, all samples were spiked with a known 

concentration of PP7 bacteriophage, used as an internal control in order to avoid false 

negative results, and the extracted RNA was diluted 10-fold.  

 

Recovery efficiency of the concentration method  

To determine the recovery efficiency of the flocculation method used, known 

concentrations of NoV GII were spiked in influent, primary and secondary effluent 

samples. For each type of sample, part of the same sample was used as negative 

control without virus spiking. All assays for viral recovery were carried out in triplicate 

for each type of wastewater. 

 

RNA extraction and cDNA synthesis  

Viral nucleic acid was extracted from 140 μl of a 20% fecal suspensions or 

wastewater concentrated samples using the QIAamp Viral RNA™ Mini Kit (QIAGEN, 
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Valencia, CA, USA), according to the manufacturer’s protocol. The cDNA synthesis 

was carried out using a pd(N)6
TM random primer(Amersham Biosciences, UK) and and 

the SuperscriptTM III RNAse H Reverse kit (Invitrogen, USA). 

 

NoV detection and quantification 

A TaqMan®-Real Time PCR assay was used for quantitative detection of GIV 

NoV using primers and probe previously described (Trujillo et al., 2006) for both clinical 

and environmental samples. For detection of GI and GII NoV, different protocols were 

used mainly for clinical samples obtained during 2012 and 2013. Those samples were 

previously submitted to conventional PCR using primers that amplify a region in the 

polymerase gene (Beuret et al., 2002) and then to a TaqMan-based qPCR assay 

previously described (Kageyama et al., 2003) to quantitative analyzes. Clinical 

samples collected in 2014 and all wastewater samples were directly processed to 

quantitative analyzes. 

QPCR reactions were performed on an Applied Biosystems® 7500 Real-Time 

PCR Systems Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A 10-fold serial dilution of 

plasmids containing the ORF1/2 junction of each genogroups were used to generate 

a standard curve for virus quantification. The genome copies per gram of stool sample 

(gc g-1) or liter (gc l-1) of wastewater were determined by adjusting the values according 

to the volumes used for each step of the procedure (virus concentration/fecal 

suspension, extraction, cDNA synthesis and qPCR reaction). Undiluted and tenfold 

dilutions of the nucleic acid extract of sewage samples were analyzed in duplicate (4 

runs/sample). 
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GIV NoV molecular characterization and phylogenetic analysis  

For GIV NoV phylogenetic analysis a seminested-PCR was performed targeting 

the 5′-end ORF2 region (Kitajima et al., 2010). Amplicons were purified and sequenced 

using an ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit® and the 

ABI Prism 3130xl DNA Sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 

Following the chromatograms analyses, consensual sequences were obtained using 

BioEdit (Hall 1999). A phylogenetic dendrogram was constructed by the neighbour-

joining method using a matrix of genetic distances established under the Kimura-two 

parameter model using MEGA v.6.0.6 (Tamura et al. 2013). 

 

Statistical analyses 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism v. 5.01 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA). Viral load concentration of NoV GI, GII and GIV in 

wastewater (influent, primary and secondary effluent) and clinical samples were 

analyzed for significant differences using Mann–Whitney U test. Frequencies of NoV 

detection in wastewater and clinical samples were compared through the Fisher`s 

exact test. A p-value inferior to 0.05 was considered statistically significant.  
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RESULTS 

 

Clinical samples  

Eighty-seven out of 316 clinical samples were positive (27.5%) for NoV, being 

78 for GII, 12 for GI and three for GIV. The NoV positivity rate during 2012, 2013 and 

2014 were 32.7%, 18.5% and 34.4%, respectively. Viral loads of GI, GII and GIV NoV 

in stool samples ranged from 7.1 × 103 to 6.56 × 1012 gc g-1 (Table 1). NoV frequencies 

were 33.1% (41/124) and 24% (46/192) in out and inpatients, respectively. No 

significant difference was observed when comparing the viral loads and frequencies of 

NoV between those patients (p > 0.05). The detection rates were higher in children 

aged up to 11 months [25/83 (30.1%)] and in patients over 12 years [32/85 (37.6%)], 

but only the last was significantly higher when compared with groups of 12 – 23 

months, 24 – 48 months and 49 – 144 months (p < 0.05) (Table 2). Co-infections were 

observed in four samples being two with GI/GII, one with GI/GIV and one with 

GI/GII/GIV. 

NoV detection rate was significantly higher (p < 0.001) during the winter season 

[37/65 (56.9%)] when compared to those collected in autumn [19/115 (16.5%)], spring 

[5/58 (13.8%)] and summer [23/78 (29.5%)]. 
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Table 1: Detection and quantification of GI, GII and GIV norovirus in clinical samples 
tested during 2012 – 2014 
 

 GI GII GIV  

Year 
Quantification 
Range (gc g-1) 

Positive/ 
Tested 

(%) 

Quantification 
Range (gc g-1) 

Positive/ 
Tested 

(%) 

Quantification 
Range (gc g-1) 

Positive/ 
Tested 

(%) 

Total of 
positive/ 
Tested 

(%) 

2012 
2.6 × 106 

– 
5.8 × 108 

2/119 
(1.7) 

1.8 × 104 
– 

1.1 × 1012 

39/119 
(32.8) 

– 0/119 
39/119 
(32.7) 

2013 
7.1 × 103 

– 
1.0 × 109 

9/130 
(6.9) 

2.9 × 104 
– 

9.6 × 1010 

17/130 
(13.1) 

1.5 × 104 
– 

1.2 × 106 

3/130 
(2.3) 

24/130 
(18.5) 

2014 9.6 × 103 
1/64 
(1.6) 

1.6 × 104 
– 

2.6 × 1010 

22/64 
(34.4) 

– 0/64 
22/64 
(34.4) 

Total – 
12/316 
(3.8) 

– 
78/316 
(24.7) 

– 
3/316 
(0.9%) 

87/316 
(27.5) 

 

 

Table 2: NoV positivity by age group 
 

Age group (months) Positive/Tested (%) 

0 – 11 25/83 (30.1) 

12 – 23  12/55 (21.8) 

24 – 48  11/56 (19.6) 

49 – 144 7/37 (18.9) 

> 144  32/85 (37.6)* 

 

 

Environmental samples  

The overall analysis of the 156 wastewater samples, detected GI in 42 (27%), 

GII in 103 (66%) and GIV in 53 (34%). The GII frequency in influent and primary 

effluents samples (96.2%) [(50/52), (50/52)] showed statistically significant difference 

when comparing to GI (38.5 – 40.4%) [(20/52), (21/52)] and GIV (52 – 48%) [(27/52), 

(25/52)] frequencies (p < 0.001). In secondary samples, a clear reducing (p < 0.001) 
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in frequency was observed in all genogroups, being 1/52 (1.9%) for GI, 3/52 (5.8%) for 

GII and 1/52 (1.9%) for GIV. 

Wastewater analyzes by qPCR revealed higher (p < 0.001) viral concentration 

median of GII in influent (2.4 × 106 gc l-1) and primary effluent samples (1.9 × 106 gc l-

1), when compared to GI (1.9 × 105 – 9.7 × 104 gc l-1) and GIV (5.0 × 105 – 6.2 × 105 

gc l-1), respectively (Figure 1). 

The frequency and viral load of GI, GII and GIV in raw sewage exhibited different 

seasonality profiles, being GII present in all seasons, while GI was detected more 

frequently and in higher concentration in autumn and GIV in winter and summer (p < 

0.05) (Figure 2). 

Bacteriophage PP7, used as an internal control, was detected in 100% of all 

wastewater samples. The mean value of GII NoV recovery rate, used as positive 

control, was 102% (11.2 – 269.8%). 

 

 

 

Figure 1: Norovirus genogroups (G) I, II and IV concentrations in influent, primary and 
secondary effluent samples. 
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Figure 2: Distribution of norovirus genogroups I, II and IV in influent samples according 
to the seasons of the year. 
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Molecular characterization of GIV detected in clinical and environmental 

samples 

Twenty-seven GIV NoV obtained from clinical (2) and environmental (25) 

samples were characterized as GIV by phylogenetic analysis of partial sequence (302 

nucleotides) of the VP1 gene (capsid). Nucleotide identities among sewage and clinical 

samples ranged from 99.3 to 100% (Figure 3).  

 

 

 

Figure 3: Phylogenetic tree of norovirus genogroup IV (GIV NoV) strains based on 302 
nucleotides of partial capsid gene sequences. Strains collected from sewage samples 
are marked with a filled circle and clinical samples are marked with unfilled square. 
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DISCUSSION 

 

The present study demonstrated data regarding the occurrence of NoV in the 

great metropolitan region of the State of Rio de Janeiro. This was the first study in the 

country that described the occurrence of GIV NoV from clinical samples. Recently, GIV 

NoV was reported in North region of Brazil in environmental samples. (Teixeira et al., 

2016). GIV NoV was the less frequent genogroup obtained in clinical samples, 

although it was the second most detected in environmental samples, after GII NoV. 

Analyzing the overall NoV results from clinical samples, the mean positivity rate 

was 27.5% of tested cases and a marked seasonality in the winter months. An eight-

year NoV surveillance performed in South of Brazil demonstrated a clear winter-spring 

seasonality in this region (de Andrade et al., 2014), while in West Central region a 

higher NoV prevalence was observed in rainy season (September to March) (Borges 

et al., 2006). Recently, Fumian et al. (2016) also observed an increase of NoV 

prevalence during the rainy season, however it was not analyzed samples collected 

during winter and autumn.  

In wastewater samples, GII NoV was present during all the period analyzed 

(May/2013 to May/2014), while GI was detected more frequently and in higher 

concentration in autumn and the GIV in winter and summer. Victoria et al. (2010), 

observed higher NoV concentration in colder months during 2005 in wastewater 

collected from a WWTP in Rio de Janeiro. A study conducted in United States 

demonstrated that the concentration of these three genogroups varied along the period 

studied, but were not higher during the winter months (Kitajima et al., 2014). Another 

studies conducted in temperate-zone countries, also demonstrate higher concentration 

of NoV in samples collected during winter season (Haramoto et al., 2006; Kitajima et 

al., 2009, 2012; Katayama et al., 2008; Pérez-Sautu et al., 2012). 
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NoV viral loads in clinical samples ranged from 103 to 1012 CG g-1, with no 

statically difference in GI and GII viral loads between inpatients and outpatients. 

Epidemiological studies comparing the NoV quantification in stool samples did not 

demonstrate a positive correlation with the severity of disease (Barreira et al., 2010; 

González et al., 2011). 

Concerning age groups affected, a higher detection rate was observed in older 

children and adults (> 12 years), which is in accordance with a previous study 

conducted in Southern region of Brazil that demonstrated higher incidence in older age 

groups (de Andrade et al., 2014). 

Out of the three clinical samples detected positive for GIV, two presented co-

infection with GI and GI/GII. Thus, we could not infer if the AGE case could be 

associated with GIV infection in the patients affected. In Bangladesh, patients with 

diarrheal disease, presented co-infection with the three genogroups (GI, GII and GIV) 

in 11% of NoV positive cases and 2% presented infection with only GIV (Rahman et 

al. 2016).  

A higher positivity percentage (34%) of GIV NoV observed in environmental 

samples when compared to clinical samples (0.9%) was similar with a study performed 

in Italy, where the positivity for GIV in untreated samples (21.8%) was seven times 

higher when compared with diarrhea cases collected from hospitalized patients (3.2%) 

(Muscillo et al., 2013). These results may suggest the association with asymptomatic 

cases in GIV infection. Nevertheless, is important to notice that as AGE is not a severe 

disease in adults, many cases are not notified, which could also explain the higher 

prevalence in untreated wastewater but not in clinical samples.  

Regarding wastewater samples, our results demonstrated that the positivity rate 

of GII in influent (96.2%) was higher when compared to GI (38.5%) and GIV (52%). 

Fumian et al., (2013) detected GII NoV in 55% of the influent samples but did not 
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detected GI from this same WWTP during the period 2009 – 2010. In a study 

conducted in different regions of Uruguay, Victoria et al. (2016) observed rate 

frequencies varying from 17 – 42% for GI and 46 – 100% for GII in raw sewage 

samples. In Japan, GI and GII were positive in all influent samples tested from WWTP 

during the periods of 2003/2004 and 2005/2006 (Haramoto et al., 2006; Kitajima et al, 

2012). Regarding GIV in untreated wastewater, studies demonstrate positivity rate 

varying from 16.7% in Brazil (North region) (Teixeira et al., 2015), 21.8% in Italy 

(Muscillo et al., 2013), 50% in Japan (Kitajima et al., 2009) and 67% in United States 

(Kitajima et al., 2014). 

Quantitative analyzes of raw sewage samples ranged from 104 to 107 gc l-1 for 

GII and 104 – 106 gc l-1 for GI and GIV. These results are similar with data reported in 

Sweden and Uruguay, where GI and GII concentration in raw sewage varied from 103 

to 107 gc l-1 (Nordgren et al., 2009; Victoria et al., 2014). The untreated wastewater 

samples concentrations of GII was statically significant higher when compared to GI 

and GIV concentrations. GII has been the described as the most prevalent genogroup 

associated to AGE outbreaks and in wastewater worldwide (Lodder and de Roda 

Husman, 2005; Haramoto et al., 2006; Katayama et al., 2008; Bucardo et al., 2008; 

Kroneman et al., 2008). 

A similar reduction in the detection rate of these viruses in the final effluent was 

observed by Fumian et al (2013) in this same WWTP, confirming that the activated 

sludge treatment is able to reduce the NoV load. A physical removal process, such as 

activated sludge used in the WWTP studied, is able to remove about 90 – 99% of virus 

load (between 1 and 2 logs) in the wastewater (Ueda & Horan 2004), and reduce NoV 

concentrations to non-detectable levels in effluent samples. 

The molecular characterization confirmed the circulation of GIV NoV in both 

clinical and environmental samples, which grouped into the same cluster containing 



56 
 

Japanese strains. Nucleotide identities among sewage and clinical samples varied 

from 99.3 to 100%, which may suggests the circulation of the same strain in human 

and environment. 

The data obtained in this study demonstrate the importance of laboratorial 

surveillance in AGE cases combined with environmental approach in order to 

understand the impact of new virus infection in a given population. The continuous 

monitoring of viral infections provides NoV genetic diversity data required to assess 

the necessity for introduction of an anti-norovirus vaccine. 
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5 DISCUSSÃO 

 

5.1 Avaliação da dinâmica temporal das variantes de NoV GII.4 

 

5.1.1 Artigo 1:  Temporal Dynamics of Norovirus GII.4 Variants in Brazil between 

2004 and 2012 

 

O NoV GII.4, descrito como o genótipo mais prevalente em surtos de GA desde 

meados da década de 1990 (Noel et al., 1999; Lopman et al., 2004; Lindesmith et al., 

2008), evolui em um ciclo com novas variantes emergindo em um período de 2 a 4 

anos, substituindo variantes dominantes anteriores, em um processo conduzido pela 

evasão da imunidade na população humana (Lopman et al., 2004; Hasing et al., 2013; 

Fonager et al., 2013). A evolução do GII.4 e o surgimento de novas variantes 

epidêmicas são impulsionados, principalmente, por mutações no subdomínio P2, 

localizado na ORF2, descrito como uma região hipervariável do capsídeo, sendo 

responsável pela interação com os receptores das células hospedeiras (Tan et al., 

2003; Chen et al., 2004; Lindesmith et al., 2008; Bull et al., 2010; Boon et al., 2011). 

Mutações no subdomínio P2 podem levar a mudanças significativas nos epítopos-

chaves, resultando na capacidade do vírus de escapar de anticorpos gerados por 

exposição prévia a estirpes geneticamente relacionadas a NoV GII.4 (Bull & White 

2011). Este processo é conhecido como evolução temporal, sendo descrito pela 

primeira vez para o vírus influenza para explicar o aparecimento de estirpes 

epidêmicas. 

Neste estudo, 147 amostras de NoV GII.4 previamente genotipadas pela região 

D (253 pb) (Vinjé et al., 2004) foram submetidas a um novo sequenciamento 

nucleotídico da região que codifica o subdomínio P2 (630 pb) (Vega et al., 2011), 

permitindo, portanto, uma análise filogenética mais fidedigna em comparação com a 

outra região sequenciada (região D). A análise temporal destas amostras obtidas de 

casos de GA ocorridos em diferentes regiões do país em um intervalo de nove anos 

(2004 − 2012) demonstrou a circulação de seis variantes GII.4 no período [Asia_2003 

(2002), Hunter_2004 (2003), Yerseke_2006a (2005), Den Haag_2006b (2005), Nova 

Orleans_2009 (2008), e Sydney_2012 (2011)], com um padrão claro de emergência e 

substituição destas ao longo dos anos. A primeira variante a ser detectada foi a 

Asia_2003, que predominou no ano de 2004, sendo posteriormente substituída pela 

Hunter_2004 no ano de 2005. No ano seguinte, a variante Den Haag_2006b emergiu, 
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substituindo a anterior, e se mantendo prevalente durante os dois anos seguintes 

(2007 e 2008). Diversos estudos demonstram que a emergência da variante Den 

Haag_2006b resultou em um aumento significativo de casos de surtos de GA 

mundialmente (CDC, 2007; Kroneman et al., 2008; Siebenga et al., 2008; Lindesmith 

et al., 2011). No nosso estudo, foi demonstrado sua co-circulação com outras durante 

os anos de 2007 – 2011.  

A árvore filogenética de máxima verossimilhança evidenciou a separação da 

variante Den Haag_2006b em dois subclados, sugerindo uma diferença temporal 

entre essas amostras. A análise bayesiana destas amostras demonstrou a circulação 

de uma sublinhagem desta variante durante os anos de 2006 a 2008, e posteriormente 

uma outra sublinhagem que evoluiu a partir da primeira, circulando entre os anos de 

2009 – 2011. Paralelamente, dados da literatura demonstraram a emergência em 

2006 de outra variante, denominada Yerseke_2006a. No presente estudo a 

Yerseke_2006a circulou durante os anos de 2007 – 2010. Na Europa, estudos 

evidenciaram que estas duas variantes (Yerseke_2006a e Den_Haag 2006b) foram 

encontradas em proporções equivalentes durante o inverno de 2006/2007. No 

verão/outono de 2007 a variante Den Haag_2006b se tornou dominante em relação à 

Yerseke_2006a e muitos países relataram um aumento de surtos em outubro e 

novembro daquele ano. Na Holanda, a variante Den Haag_2006b foi responsável por 

46 – 73% dos surtos por NoV GII.4, enquanto a Yerseke_2006a por 10 – 11,5% em 

outubro e novembro de 2007. No ano de 2008, as duas variantes co-circulavam, 

entretanto, a variante Den Haag_2006b parecia ser mais prevalente na grande maioria 

dos países europeus (Siebenga et al., 2008). Esse evento foi similar ao ocorrido no 

Japão e Austrália, onde a Yerseke_2006a, predominante nos anos 2005/2006, foi 

substituída pela Den Haag_2006b no período de 2006/2007, se tornando dominante 

(Tu et al., 2008; Motomura et al., 2010; Eden et al., 2010).  

Em 2009, a emergência da variante New Orleans_2009 no Brasil, não substituiu 

as circulantes anteriores, se tornando predominante apenas a partir de 2010. Nos 

EUA, a emergência desta variante substituiu a Den Haag_2006b (Vega et al., 2011, 

Yen et al., 2011), sendo responsável por 60% dos surtos de NoV durante 2009/2010. 

Em 2012 foi observada a emergência e substituição da variante anterior pela 

Sidney_2012. Esta variante, relacionada com a New Orleans_2009, foi descrita 

circulando em países como a França, Austrália, Inglaterra, Nova Zelândia e Japão, 
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onde foi observado o aumento de surtos e casos esporádicos desde novembro de 

2012 (Bennett et al., 2013; van Beek et al., 2013). 

A taxa média estimada de evolução do subdomínio P2 (7.3 × 10-3 

subst./sítio/ano) foi semelhante às taxas relatadas em estudos anteriores que 

avaliaram todo o gene que codifica para VP1 (1.9 – 9.0 × 10-3 subst./sítio/ano) (Bok et 

al., 2009; Bull et al., 2010; Siebenga et al., 2010; Boon et al., 2011). As datas do 

ancestral mais recente comum (TMRCA) das seis variantes detectadas demonstra que 

o processo de diversificação começa pelo menos um ano antes da variante tornar-se 

uma estirpe dominante e causar epidemias. Estudos têm proposto que uma estirpe 

circula em níveis baixos, acumulando mutações durante algum tempo antes de se 

tornar pandêmica (Eden et al., 2010). 

A reconstrução da história demográfica do clado Den Haag_2006b demonstra 

que, depois de um rápido aumento em 2005, a população atingiu um tamanho máximo 

efetivo no início de 2006 (quando esta variante foi detectada pela primeira vez) e então 

decaiu até meados de 2008. A partir de então, esta variante atingiu um novo tamanho 

máximo efetivo da população em 2009. A avaliação da dinâmica temporal desta 

variante na Argentina demonstrou que o tamanho efetivo da população aumentou em 

meados de 2004 e começou a diminuir em 2008 (Fernández et al., 2012). Tais padrões 

demográficos complexos desta variante podem ser relacionados com a existência de 

duas sublinhagens distintas da Den Haag_2006b no Brasil: a sublinhagem “Y” 

(younger), que surgiu por volta de 2008, é um ancestral da sublinhagem '”O” (older) 

que surgiu provavelmente em 2005. O aparecimento da sublinhagem “Y” coincide com 

a segunda fase de expansão da Den Haag_2006b. A identificação de algumas 

amostras de Taiwan, Suécia e Japão, que agruparam no mesmo clado da 

sublinhagem “Y” sugere que esta não é exclusiva do Brasil. É interessante notar que 

os vírus da sublinhagem “Y” apresentaram um grande número de substituições nos 

resíduos 255, 357, 368 e 425 em relação ao subgrupo “O” (dados não mostrados). O 

resíduo 368 está localizado no epítopo putativo “A” do capsídeo viral, que é associado 

como o mais provável responsável pela diferença na antigenicidade de variantes GII.4 

(Debbink et al., 2012; Lindesmith et al., 2012), sugerindo que as sublinhagens “O” e 

“Y” da variante Den Haag_2006b pode representar duas variantes antigênicas 

distintas de NoV GII.4. 

Até o ano de 2016, nenhuma outra variante GII.4 foi descrita após a emergência 

da Sydney_2012. Atualmente dados têm demonstrado um aumento significativo na 
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prevalência do genótipo GII.17, sendo este associado a inúmeros surtos de GA, com 

prevalência inclusive maior que a do GII.4 (Gao et al., 2015). Caso esse padrão se 

confirme, é possível que o GII.17 se torne o principal genótipo associado aos surtos 

de GA. Desta maneira, se ratifica a importância da vigilância epidemiológica, assim 

como a caracterização molecular dos NoV a fim de se estimar e compreender qual 

impacto que essas mudanças de emergência e substituição de genótipos e/ou 

variantes tem na saúde da população.  

 

 

5.2 Detecção de Calicivírus humanos em amostras clínicas e em águas residuárias 

 

Este estudo envolveu a investigação laboratorial de CaV humanos em amostras 

clínicas e ambientais com o objetivo de se avaliar o impacto dos NoV GIV e dos SaV 

em casos de GA no Rio de Janeiro. 

Com este propósito, foram analisadas amostras clinicas provenientes de 

atendimentos hospitalares e ambulatoriais, cujas amostras coletadas pelo Laboratório 

Central do Estado foram encaminhadas ao Laboratório de Virologia Comparada e 

Ambiental para definição de agente etiológico viral. Para o monitoramento ambiental 

foram realizadas coletas semanais na estação de tratamento de esgoto (ETE) Alegria, 

escolhida por atender aproximadamente 1,5 milhão de habitantes do centro e bairros 

da zona norte do Rio de Janeiro. A ETE realiza tratamento secundário aplicando o 

tratamento aeróbico de lodo ativado sem posterior cloração do efluente. Ao final de 

todo o tratamento, o efluente é descartado na Baía de Guanabara, perfazendo seu 

papel no programa de despoluição da Baía de Guanabara.  

 

5.2.1 Artigo 2: Surveillance of Noroviruses in Rio de Janeiro: Occurrence of 

genogroup IV in clinical and wastewater samples 

 

O principal objetivo deste estudo foi investigar o impacto dos NoV GIV em casos 

de GA no Estado, uma vez que o diagnóstico das infecções por NoV, assim como os 

estudos que avaliaram a disseminação destes vírus em amostras ambientais foram 

restritos a pesquisa dos NoV GI e GII (Victoria et al., 2007; 2010; 2014a; Ferreira et 
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al., 2008; 2010a; 2012; Fioretti et al., 2011; Vieira et al., 2012; Fumian et al., 2013; 

2016). Em relação as amostras de águas residuárias, os nossos resultados 

demonstraram que taxa de positividade de GII no afluente (96,2%) foi 

significativamente maior quando comparado às taxas de GI e GIV (38,5% e 52%, 

respectivamente). Em um estudo anterior realizado nos anos de 2009 e 2010 nesta 

mesma ETE, Fumian e colaboradores (2013) detectaram GII em 55% das amostras 

de esgoto bruto, entretanto não observaram a presença de GI nestas amostras. Esta 

discrepância pode ser devido à diferença das metodologias de concentração 

empregadas nestes dois estudos, uma sendo empregada a metodologia de floculação 

por leite (presente estudo) e outra utilizando o método de ultracentrifugação (Fumian 

et al., 2013). Recentemente, Victoria e colaboradores (2016) observaram taxas de 

frequências variando entre 17 – 42% para GI e 46 – 100% para GII em amostras de 

esgoto bruto provenientes de diferentes regiões do Uruguai. No Japão, GI e GII foram 

detectados em todas as amostras de esgoto bruto durante os períodos de 2003/2004 

e 2005/2006 (Haramoto et al., 2006; Kitajima et al., 2012). Em relação ao GIV em 

águas residuárias não tratadas, estudos demonstram taxa de positividade variando de 

16,7% no Brasil (região Norte) (Teixeira et al., 2016), 21,8% em Itália (Muscillo et al., 

2013), 50% no Japão (Kitajima et al., 2009) e 67% nos EUA (Kitajima et al., 2014). 

A quantificação das amostras de esgoto bruto variou de 104 – 107 cg l-1 para 

GII e 104 – 106 cg l-1 para GI e GIV. Estes resultados são semelhantes aos dados 

observados na Suécia e Uruguai, onde a concentração de GI e GII no esgoto bruto 

variou 103 – 107 cg l-1 (Nordgren et al., 2009; Victoria et al., 2014b). A média das 

concentrações de GII nas amostras de esgoto bruto foi significativamente maior em 

relação às médias de GI e GIV. Sabe-se que o NoV GII é mais prevalente em relação 

ao GI em amostras ambientais e em surtos e casos esporádicos de GA (Lodder e de 

Roda Husman, 2005; Haramoto et al., 2006; Katayama et al., 2008; Bucardo et al., 

2008; Kroneman et al., 2008). 

A análise das frequências de NoV mensais no esgoto bruto demonstrou o GII 

presente durante todo o período estudado (maio / 2013 a maio / 2014), enquanto o GI 

e GIV apresentaram picos de incidência variadas. As cargas virais dos três 

genogrupos variaram ao longo do período analisado, no entanto, não foi possível 

inferir uma correlação entre as estações. Estes resultados estão de acordo com um 

estudo que avaliou as cargas virais NoV em duas ETEs, durante um ano nos EUA, 

onde a concentração destes três genogrupos variou ao longo do período estudado, 
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mas não foram maiores durante os meses mais frios (Kitajima et al., 2014). Em 

contraste com o nosso estudo, Victoria e colaboradores (2010), observaram maior 

concentração de NoV nos meses mais frios durante 2005, em águas residuárias 

coletadas da ETE da Fiocruz. Outros estudos realizados em países de clima 

temperado, também demonstram maior concentração de NoV em amostras coletadas 

durante os meses de inverno (Haramoto et al, 2006; Kitajima et al, 2009, 2012; 

Katayama et al, 2008; Pérez-Sautu et al., 2012).  

Ao comparar a frequência e quantificação de todos os genogrupos entre 

amostras de afluente e de efluente primário, não foi observada uma redução 

significativa na taxa de frequência e na concentração viral. No entanto, nas amostras 

provenientes do efluente secundário, foi observada uma redução na frequência de 

NoV (1,9% para o GI e GIV e 5,8% para GII). Fumian e colaboradores (2013) também 

demonstraram uma redução na frequência de GII, 55% para 8% em esgoto e águas 

residuárias tratadas, respectivamente, nesta mesma ETE. Por outro lado, estudos 

realizados no Japão, Itália e Tunísia relataram taxas de positividade mais elevadas, 

variando de 47,9 a 100% em esgoto tratado (Haramoto et al, 2006; La Rosa et al, 

2010; Hassine-Zaafrane et al, 2014). Tendo em conta a ausência de dados de 

infecciosidade de NoV detectados em águas residuárias tratadas, a importância para 

a saúde pública deste achado é incerta. 

Em relação às amostras clínicas coletadas no estado do Rio de Janeiro, NoV 

foi detectado em 27,5% dos casos durante os três anos estudados. Observou-se uma 

variação da taxa de positividade, sendo 32.7%, 18.5% e 34.4% nos anos de 2012, 

2013 e 2014, respectivamente. Analisando a dinâmica temporal de NoV ao longo dos 

três anos estudados, foi possível observar uma maior incidência de NoV nos meses 

mais frios de 2012, 2013 e 2014, mas também, nos verões de 2013 e 2014. 

Recentemente, Fumian e colaboradores (2016) observaram uma variação na taxa de 

detecção de NoV, sendo 33% dos casos estudados durante o período de 

outubro/2013 – fevereiro/2014 e 13,8% em setembro – dezembro/2014, em amostras 

clínicas coletadas de diferentes estados do Brasil. Neste estudo, foi observado um 

aumento da incidência de NoV durante o verão. Por outro lado, um estudo de vigilância 

de NoV durante oito anos no Sul do Brasil demonstrou sazonalidade, com maior 

incidência de casos positivos durante o período de inverno/primavera (de Andrade et 

al., 2014), enquanto que na região Centro-Oeste, Borges e colaboradores (2006) 

observaram maior incidência NoV no período chuvoso (setembro a março). Esta 
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discrepância observada em resultados de estudos provenientes da mesma área 

geográfica demonstra que, em países de clima tropical é difícil o estabelecimento de 

um padrão de sazonalidade definido, principalmente no Brasil, que apresenta 

dimensões continentais, onde o clima pode variar dependendo da região analisada. 

As cargas virais de NoV em amostras clínicas variaram de 103 a 1012 CG g-1. 

Estudos epidemiológicos que comparam a quantificação NoV em amostras de fezes 

não demonstram uma correlação positiva com a gravidade da doença (Barreira et al., 

2010; González et al., 2011). 

Dentre as três amostras clínicas detectadas para GIV, duas apresentaram co-

infecção com o GI e GI/GII. Assim, não foi possível inferir se o caso de GA poderia 

estar associada à infecção GIV nos pacientes afetados. Em Bangladesh, pacientes 

com doença diarreica, apresentaram co-infecção com os três genogrupos (GI, GII e 

GIV) em 11% dos casos positivos para NoV e 2% apresentavam infecção com apenas 

GIV (Rahman et al., 2016). Correlacionando com os nossos resultados de águas 

residuárias, foi observada uma porcentagem de positividade maior (34%) no esgoto 

bruto, quando comparado com as amostras clínicas (0,9%). Um resultado semelhante 

foi observado na Itália, onde a positividade para o GIV em amostras de esgoto bruto 

(21,8%) foi maior quando comparada com os casos de diarreia coletadas de pacientes 

internados (3,2%) (Muscillo et al., 2013). Estes resultados sugerem a associação da 

infecção por NoV GIV com casos assintomáticos. No entanto, é importante notar que 

a GA não é uma doença grave em adultos, muitos casos não são notificados, o que 

também pode explicar a elevada prevalência em águas residuárias não tratadas, mas 

não em amostras clínicas. 

 

 

5.2.2 Artigo 3: Occurrence of human sapoviruses in wastewater and stool samples 

in Rio De Janeiro, Brazil 

 

No Brasil, o diagnóstico de SaV não está incluído em programas de vigilância 

de surtos e casos esporádicos de GA, sendo os dados epidemiológicos restritos a 

estudos clínicos retrospectivos (Borges et al., 2006; Xavier et al., 2009; dos Anjos et 

al., 2011; Aragão et al., 2010; 2013; Marques Mendanha de Oliveira et al., 2014; Portal 

et al., 2016). Estes estudos avaliaram a presença de SaV em amostras clínicas nas 
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regiões Norte, Nordeste e Centro-Oeste, evidenciando a falta de informações a 

respeito da circulação destes vírus nas regiões Sul e Sudeste do país. Em relação aos 

SaV, também é relevante a ausência de estudos que investigam sua disseminação 

ambiental. Deste modo, este estudo descreve pela primeira vez a detecção de SaV 

em casos de GA aguda ocorridos na região Sudeste, assim como os níveis de 

concentração destes vírus em águas residuárias da região metropolitana do estado 

do Rio de Janeiro. Para esta investigação, estabeleceu-se a metodologia de multiplex 

qPCR, o qual detecta os quatro genogrupos humanos de SaV em uma única reação, 

utilizando iniciadores que amplificam a região mais conservada do genoma (junção da 

polimerase e gene da VP1) (Oka et al., 2006). Para genotipagem das amostras 

positivas, foi utilizado um protocolo de PCR qualitativa a qual amplifica uma região do 

capsídeo viral (VP1) (Kitajima et al., 2010a). 

O percentual de 3,5% de positividade encontrado é compatível com dados 

obtidos no estado do Pará que demonstraram esses vírus em 2,5% dos casos de GA 

em uma comunidade Quilombola (Aragão et al., 2013) e em 4,9% em crianças 

menores de 3 anos (Aragão et al., 2010). Em outro estudo conduzido em uma creche 

em Goiás, os SaV foram detectados em 4.6% das amostras testadas, e 

surpreendentemente a maioria dos casos positivos foram provenientes de crianças 

assintomáticas (Marques Mendanha de Oliveira et al., 2014). 

A quantificação da carga viral nestas amostras variou de 104 a 109 de cópias 

de genoma (CG)/g. Não foi observada significância estatística na frequência e na 

carga viral dos pacientes hospitalizados ou atendidos em unidades ambulatoriais. As 

amostras estudadas foram provenientes de pacientes de todas faixas etárias 

(menores de 1 ano até 84 anos), sendo todas as amostras positivas de pessoas 

menores de 16 anos. Esses dados corroboram com estudos clínicos que demonstram 

que este vírus ocorre frequentemente na infância, com uma taxa de soroprevalência 

aumentando com a idade, atingindo um nível elevado (90%) em crianças em idade 

escolar e permanecendo alto em adultos (80 – 100%) (Nakata et al., 1988; 1998; 2000; 

Pang et al., 2000; de Wit et al., 2001; Farkas et al., 2006). 

Em relação à vigilância epidemiológica dos SaV em amostras residuárias, foi 

evidenciado taxas de positividades de 48% (25/52) e 50% (26/52) nas amostras de 

esgoto bruto e de tratamento primário, respectivamente. Estudos realizados no Japão 

(Kitajima et al., 2010a) e na Itália (Di Bartolo et al., 2013) com amostras de esgoto 
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bruto demonstraram taxa de positividade para SaV em 100% e 12.4%, 

respectivamente. 

Pode-se observar uma grande diferença nas frequências de SaV nas amostras 

clínicas (3,5%) e de esgoto bruto (48%). Estes dados sugerem que o SaV pode estar 

associado a uma elevada porcentagem de casos assintomáticos. Estudos anteriores 

já demonstraram infecção subclínica por SaV (Matson et al., 1990; Bucardo et al., 

2012), assim como a liberação destes vírus em indivíduos assintomáticos em níveis 

comparáveis ao liberado por indivíduos com GA (Yoshida et al., 2009; Kobayashi et 

al., 2012). 

A concentração de vírus nas amostras residuárias variou de 104 a 106 CG/l no 

esgoto bruto e efluente primário, não sendo observada diferença estatisticamente 

significante na diminuição da concentração da carga viral nestes dois tipos de 

amostra. Esse resultado demonstra que o tratamento primário não é eficiente na 

remoção e/ou diminuição da carga viral a partir do esgoto bruto. Em contrapartida, os 

SaV não foram observados no efluente secundário, que pode ser o resultado de 

concentrações de SaV abaixo do limite de detecção do método de quantificação 

utilizado. Concentrações elevadas de SaV (até 108 CG/l) foram detectadas em esgoto 

bruto proveniente de uma ETE na Espanha (Sano et al., 2011), e, após o tratamento 

secundário foi observado uma redução média logarítmica de 2,9 no número de cópias 

de SaV por litro, indicando que os processos de tratamento convencional de águas 

residuárias empregado pode reduzir os níveis SaV por quase 3 logs. 

O sequenciamento parcial da região que codifica para o capsídeo viral 

demonstrou a circulação dos genótipos GI.1, GI.2, GI.6, GII.1 e GV.1 em amostras 

clínicas e GI.1 e GI.2 em amostras ambientais. Esta é a primeira descrição da 

circulação dos GI.6 e GV.1 no Brasil. Foi observada uma maior diversidade genética 

em amostras clínicas (cinco genótipos descritos) em relação às amostras de esgoto 

(dois genótipos). Em contraste com o nosso estudo, uma alta diversidade genética da 

SaV humanos, com circulação dos genogrupos I, II, IV e V em amostras de esgoto, foi 

detectada nos estudos realizados no Japão e Espanha (Kitajima et al., 2010a; 2011; 

Sano et al., 2011), enquanto que na Itália, apenas os genótipos GI.1 e GI.2 foram 

detectados (Di Bartolo et al., 2013). Um dos fatores que podem ter contribuído para 

essa diferença foi a metodologia utilizada. O sequenciamento direto do produto de 

PCR implica em perda de informações em relação aos genótipos menos prevalentes, 

sendo preconizada a clonagem desses produtos quando são utilizadas amostras 
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ambientais. Também é importante levar em consideração que apenas 10, das 51 

amostras de esgoto positivas, foram obtidas sequências nucleotídicas de qualidade 

adequada para a análise filogenética, enquanto que para as amostras clínicas, das 12 

positivas para SaV, sete foram sequenciadas. Tanto as amostras clínicas como as de 

esgoto caracterizadas como GI.1 agruparam em um mesmo clado na árvore 

filogenética, sendo o mesmo ocorrido para o genótipo GI.2. A análise de identidade 

nucleotídica e aminoacídica entre essas amostras revelou em algumas delas, 100% 

de identidade nucleotídica entre as amostras de esgoto e clínica corroborando a 

prerrogativa de que os vírus encontrados no esgoto refletem a epidemiologia em 

humanos (Bosch et al., 2008). 

Durante os três anos de estudo, não foi possível observar um padrão de 

sazonalidade na frequência dos SaV em amostras clínicas, uma vez que o número de 

amostras positivas (12/341) foi muito baixo para ser realizada essa inferência. 

Entretanto, foi observada maior frequência e carga viral destes vírus em amostras 

residuárias durante os meses mais chuvosos do ano (Dezembro/2013 a Abril/2014). 

Um estudo conduzido na região Centro-Oeste evidenciou este mesmo padrão de 

sazonalidade dos SaV em amostras clínicas (Marques Mendanha de Oliveira et al., 

2014). Em países de clima temperado, os SaV são detectados com maior frequência 

e carga viral nos meses mais frios do ano em águas residuárias (Kitajima et al., 2010a; 

2011; Sano et al., 2011). Dados divergentes a respeito do padrão de sazonalidade de 

vírus gastrentéricos também são relatados no Brasil (Borges et al., 2006; Morillo et al., 

2011b; Siqueira et al., 2011; de Andrade et al. 2014; Fumian et al., 2016). 

 

5.3 Comentários finais  

 

Os resultados obtidos nesta tese contribuem para a ampliação dos dados de 

circulação, frequência e diversidade genética dos CaV humanos, ressaltando a 

necessidade de se estabelecer uma rede de diagnóstico laboratorial que realize a 

vigilância ativa destes vírus no país. A importância de se monitorar a introdução de 

novas variantes de NoV, principalmente quando se espera a médio prazo a 

disponibilidade no mercado de uma vacina anti NoV é evidente. Também é de grande 

relevância a determinação do impacto dos diferentes genótipos dentro dos gêneros 

estudados, principalmente devido à capacidade evolutiva dos membros desta família 

viral. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 Seis variantes de NoV GII.4 circularam no país no período de 2004 – 2012. 

 A variante Den Haag_2006b circulou por seis anos no país, exibindo duas 

sublinhagens temporalmente e filogeneticamente distintas. 

 O padrão de temporalidade de emergência e substituição das variantes de NoV 

GII.4 durante os anos estudados foi semelhante ao descrito em outros estudos. 

 No estado do Rio de Janeiro os NoV GI, II e IV foram associados a 27% dos 

casos de GA entre os anos 2012 – 2014. 

 Não foi observado padrão de sazonalidade de NoV GII em amostras de esgoto. 

 A alta taxa de detecção de NoV GI (38.5%) e GIV (52%) em amostras de esgoto 

bruto quando comparada à baixa detecção em amostras clínicas, sugere 

infecção assintomática destes vírus. 

 A alta concentração de vírus presentes em esgoto bruto revela o potencial risco 

a população humana que está em contato direto com esgoto não tratado. 

 A diminuição da detecção e da carga viral destes vírus em amostras da saída 

secundária, que é o esgoto tratado e liberado na Baia de Guanabara, 

demonstra a eficiência do tratamento de esgoto. 

 A grande diferença observada na taxa de detecção de SaV em amostras 

humanas (3,5%) em relação às amostras de esgoto (33%) sugere que os SaV 

causam principalmente infecções assintomáticas. 

 A frequência e concentração dos SaV no esgoto bruto foi significativamente 

maior nos meses mais chuvosos, apresentando um padrão de sazonalidade 

distinto em relação ao descrito na literatura. 

 O sequenciamento das amostras positivas para SaV revelou diversidade 

genética maior em amostras clínicas em relação às amostras ambientais. 

Entretanto, a metodologia empregada – sequenciamento direto dos produtos 

de amplificação de PCR, também implica em perda de informações em relação 

aos genótipos menos prevalentes.  

 

 

 



82 
 

7 PERSPECTIVAS 

 

Realizar sequenciamento parcial do genoma dos NoV GI e GII detectados em 

amostras clínicas e ambientais a fim de se avaliar e correlacionar a diversidade 

genética destes vírus. 
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