Ministério da Salde

FIOCRUZ
Fundag¢ido Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

P6s-Graduacdo em Biologia Parasitaria

JULIANA DA SILVA RIBEIRO DE ANDRADE

VIGILANCIA DOS NOROVIRUS Gll: CARACTERIZACAO MOLECULAR DE
RECOMBINANTES E DA VARIANTE EMERGENTE GII.P17-GlII.17
KAWASAKI_2014 NO BRASIL

Tese de doutorado apresentada ao Instituto
Oswaldo Cruz como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias.
Area de Concentracdo: Biologia Celular e
Molecular.

Orientadores: Dra. Marize Pereira Miagostovich

Dr. Tulio Machado Fumian

RIO DE JANEIRO

2018



da Silva Ribeiro de Andrade, Juliana.

VIGILANCIA DOS NOROVIRUS GII: CARACTERIZACAO MOLECULAR
DE RECOMBINANTES E DA VARIANTE EMERGENTE GILLP17-GII.17
KAWASAKI 2014 NO BRASIL / Juliana da Silva Ribeiro de Andrade. - Rio de
janeiro, 2018.

121 £

Tese (Doutorado) - Instituto Oswaldo Cruz, Pos-Graduacido em Biologia
Parasitaria, 2018.

Orientadora: Marize Pereira Miagostovich.
Co-orientador: Tulio Machado Fumian.

Bibliografia: f. 100-119

1. norovirus. 2. variante GII.17. 3. recombinantes. 4. Brasil. 5. anéalise
molecular. . Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automatica de Ficha Catalografica da Biblioteca de Manguinhos/1CICT com os dados
fornecidos pelola) autor{a).




Ministério da Salde

FIOCRUZ
Fundag¢ido Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

P6s-Graduacdo em Biologia Parasitaria

JULIANA DA SILVA RIBEIRO DE ANDRADE

VIGILANCIA DOS NOROVIRUS Gll: CARACTERIZACAO MOLECULAR DE
RECOMBINANTES E DA VARIANTE EMERGENTE GII.P17-GlII.17
KAWASAKI_2014 NO BRASIL

ORIENTADORA: Dra. Marize Pereira Miagostovich

Dr. Tulio Machado Fumian

EXAMINADORES:

Profa. Dr2. Flavia Barreto dos Santos — IOC Presidente
Prof2. Dr2. Mariela Martinéz - IOC

Prof2. Dr2. Tatiana Xavier Castro - UFF

Prof. Dr. Rafael Brandao Varella — UFF Suplente

Prof. Dr. Gentil Arthur Bentes — IOC Suplente

Rio de Janeiro, 29 de novembro de 2018.



Este trabalho foi realizado no Laboratdrio de
Virologia Comparada e Ambiental do Instituto
Oswaldo Cruz / Fiocruz sob orientacdo da
Dra. Marize Pereira Miagostovich e

Dr. Tulio Machado Fumian.



Dedico esta tese aos meus pais Angela e
Mauro e meu irmdo Oscar, responsaveis por
minha formacdo, pelo amor incondicional e
pelo apoio a cada desafio e etapas da minha
vida.



AGRADECIMENTOS

O desenvolvimento desta tese contou com o apoio e incentivo de muitas
pessoas, sem as quais ndo teria alcancado este objetivo e a quem serei
eternamente grata.

Ao Programa de POs-Graduacdo em Biologia Parasitaria do Instituto
Oswaldo Cruz (IOC), Fiocruz e ao Conselho Nacional de Pesquisa e
Desenvolvimento (CNPQ), pela concessao da bolsa de doutorado sanduiche.

A minha orientadora Marize Miagostovich pelos ensinamentos, por todo
suporte, disponibilidade, incentivo e ao apoio que sempre me concedeu ao
longo desses quatro anos.

Ao meu coorientador Tulio Fumian por ter me instruido tantas vezes, me
apoiado e ter sido além de orientador, um grande amigo nesta caminhada.

A Dr2, Flavia Barreto pelo excelente trabalho de revisdo, pelas palavras
motivadoras, pela energia positiva e por aceitar fazer parte da banca
examinadora desta dissertacao.

Aos Drs. Gentil Arthur, Mariela Martinéz, Rafael Varella e Tatiana Xavier
por aceitarem fazer parte da banca examinadora.

Ao Dr. Jesus Rodriguez por aceitar que meu projeto de doutorado
sanduiche fosse realizado sob sua coorientacao no laboratério da Universidade
de Valéncia.

A equipe do laboratério da Universidade de Valéncia por permitir a
realizacdo de uma parte importante da minha tese, por me acolher tdo bem.

A Cristina Santiso por ter me recebido como uma irma e por toda ajuda,
carinho e amizade.

A Maria da Penha Xavier, minha grande amiga, esteve do meu lado
sempre me incentivando, com muito carinho, sempre disponivel a ajudar em
qualquer situacdo. Muitas vezes, meu porto seguro. Obrigada pelo amor e
todos os sorrisos que demos juntas durante esse processo.

Aos meus pais Mauro e Angela por serem 0s responsaveis por tudo que
alcancei até hoje, por todas minhas conquistas as quais dedico ao grande
esforco deles. Pelo carinho, por todo o suporte e principalmente ao amor que
sempre me deram. Nada disso seria possivel sem 0 apoio de vocés.

A minha familia: minha avé Hilda, minhas primas Andreza, Camila,

Maysa, Mikael, Rudson, tia Solange, tia Angélica pelo carinho, apoio, pelo amor



incondicional e entender minha auséncia muitas vezes. Agradeco mesmo
agueles que ja ndo estdo conosco, mas que tiveram papel muito importante na
minha formag&o, meus avés Oscar, Edu e Cicina.

Leonardo Azevedo por ter estado sempre por perto mesmo quando
esteve longe, pelo carinho.

Camila Lopes e Yasmine Rangel por alegrarem meus dias, pelo apoio,
suporte emocional e amizade.

Marcelle Figueira por sempre estar disponivel para ajudar, pela amizade
e me fazer rir.

Ao0s meus amigos por estarem do meu lado nos momentos bons e ruins,
por terem me apoiado, compreendido minhas auséncias e meus dias de mau
humor.

A Francisca e Elioneide por serem minhas méaes de coragdo, por
cuidarem de mim com tanto carinho e por trazerem conforto para meu coracéo
sempre que precisei.

A equipe do LVCA pelo apoio, suporte laboratorial, conhecimentos,
conversas, momentos de descontracdo e por me ajudar quando precisei de
forma direta ou indireta: Fernando César, Mbnica Simdes, Silvana Augusta,
Tulio Fumian, Irene Aragjo, Maria da Penha, Marcia Pimenta, Sérgio Mouta,
Rosane Assis, Fabio Malta, Alexandre Fialho, Isabelle, Matheus Assis, Lorena
Pedrosa, Pedro Ivo, Carina Cantelli, Adriana Maranhdo, Marcia Teresinha,
Eduardo Volotdo, Nathalia Lanzarini, vocés foram muito importantes durante
este processo, sempre dispostos a colaborar nas atividades laboratoriais e
compartilhar bons momentos juntos.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de

Financiamento 001



SUMARIO

YN |- (o [T o [ 41T o] (01 v
IS vz o [T T U = T IX
Lista de Siglas € ADIreViaturas ..........cooveeeeiiiiieiiiiiic e X
RESUIMIO ..ttt Xiii
Y 013 = Lo PP Xiv
3 0] o o [1 o> o 15
L.0- HISTOFICO 1ttt 15
1.2- Genoma € MOIfOlOQIA........cuuueiiiiiee e 17
1.3- Diversidade Genética e Mecanismos de Evolucdo dos Norovirus............ 21
1.4- Transmisséo, Patogénese, Manisfestacdes Clinicas e Resposta
Imunologica das Infeccdes por NOrOVIFUS.........ceevvveeeiieeeeiiiiiiieee e 25
1.5- DiagnOstico Laboratorial..............uueiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 28
1.6- EPIAEMIOIOQIAL. ... .t 30
1.6.1- Epidemiologia do Genotipo GILL7 .....ooooiiiiiiiiiieieeeeeeieee e 32
1.7- NOroViruS NO BrasSil............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiienansnnnnnnennnne 33
1.9- Vigilancia, Prevencdo € CONtrole .............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeees 37
R S V- T - T 37
p ] (=Y = U [ - P URPPPRR 39
3= ODBJELIVOS ... 41
3.1- ODJEtIVO GEIAl ... e e 41
3.2- ObjetivVOS ESPECITICOS ....uuuuiiiii e 41
4- RESUIATOS .....ccoeiiiiieeieieeeeeeee 42
4.1- Norovirus Recombinant strains isolated from gastroenteritis outbreaks in
Southern Brazil, 2004-2011 ........cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeee e 43
4.2- Detection and molecular characterization of emergent GII.P17/Gll.17
Norovirus in Brazil, 2015.........coooiiiiii 56
4.3- Norovirus GlI.17 Associated with a Foodborne Acute Gastroenteritis
Outbreak in Brazil, 2016 .............uuuuuiuuiiiiiiiiiiiiiiiieeeiieereeeeeeee... 62
4.4- Molecular analysis of complete nucleotide sequences of norovirus GIIP.17-
Gll.17 detected iN Brazil............coooveeiiiiiiei e 68
o o U7 Vo SRR 89

5.1- Deteccdo e caracterizacao de norovirus recombinantes isolados de surtos
de gastroenterite aguda na regido sul do Brasil, no periodo de 2004 a 2011
................................................................................................................... 89

5.2- Deteccdao e caracterizacdo molecular de norovirus GII.P17-GIl.17
Kawasaki_2014 emergente no Brasil, 2015...........cccccoeiiiiii, 91

5.2-Deteccdo e caracterizacdo molecular de norovirus GII.P17-GIl.17

Kawasaki_2014 emergente no Brasil, 2015
5.2.1- Estudo Filogenético (ORF-1), Analise de Relégio Molecular e

Filogeografia de Isolados Brasileiros ..., 91
5.2.2- Norovirus GII.17 associado a um surto de gastroenterite aguda de

transmissao alimentar No Brasil, 2016............ccoovviiiiiiiiiiiiiii e 93
5.2.3- Caracterizagdo molecular e andlise filogenética do genoma completo de

norovirus GII.P17-GIl.17 Kawasaki_2014 detectados no Brasil ................ 95
B- CONCIUSDES ...ttt ettt e e e e e e e et et e e e e e e e eeeaees 98

=T £ 0 1=Tox 1) T PN 99



S Y 1<) (o 1 PP 120
9.1- FIgUra 1 dO ArtigO 4 ....covvveie et e e e e et e e e e e aeanes 120
9.2- FIgUra 2 do ArtigO 4 .....oeveeiie ettt e e e e e e e e aaanes 121

9.3- FIgUra 3 dO ArtigO 4 .....ovveeeiiie e e e e e e e e aaane 122



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Agregado de particulas do agente Norwalk-like virus ...................... 16

Figura 2: Representacdo esquematica da organizagdo gendmica dos norovirus

Figura 3: Estrutura do capsideo de uma particula de Norwalk-like virus. ........ 20

Figura 4: Relacdo filogenética dos gendtipos de norovirus com base na
sequencia aminoacidica completa RNA polimerase RNA dependente (ORF-1) e

da proteina de capside0 VPL(ORF-2).......ccoiiiiieiiiiiiiii e 24



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

°C — Graus Celsius

3CLpro — 3C-like Protease

aa — aminoacido

ABO - grupo A-B-O de histocompatibilidade

AGE- do inglés Acute Gastroenteritis

BLAST — do inglés Basic Local Aligment Search Tool

bp — do inglés base pairs

CDC - do inglés Center for Disease Control and Prevention
cDNA - &cido desoxirribonucléico complementar

DNA — acido desoxirribonucléico

Dominio P — do inglés dominio Protruding

Dominio S — do inglés dominio Shell

ELISA — do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
EIE — ensaios imunoenzimaticos

EUA — Estados Unidos da América

EPA — do inglés Environmental Protection Agency

FBE — do inglés Food-Borne Viruses in Europe

Fiocruz — Fundacao Oswaldo Cruz

FUT — fucosil transferase

G — genogrupos de norovirus

GG — gendtipos de norovirus

GA — gastroenterite aguda

HBGA - do inglés Histo-Blood Group Antigens (antigenos
histocompatibilidade)

IAHA- hemaglutinacdo por imunoaderéncia

ICTV — do inglés International Committee for Taxonomy of Viruses
IgA — imunoglobulina A

IgG — imunoglobulina G

IgM — imunoglobulina M

IME — imunomicroscopia eletrbnica

IL-2- Interleucina-2

INF-Y- Interferon Gama

de



IOC - Instituto Oswaldo Cruz

kb — kilobases

kDa — kilodaltons

LACEN — Laboratorio Central de Saude

LVCA — Laboratorio de Virologia Comparada e Ambiental

M — Molar

ME — microscopia eletrénica

MG — Minas Gerais

n - numero

NCBI — do inglés National Center for Biotechnology Information
NLV — do inglés Norwalk-like viruses

NORS- do inglés National Outbreak Report

nm — nanémetro

NoV - norovirus

NSP3 - proteina ndo-estrutural de rotavirus NSP3

N-terminal — extremidade amino terminal

nt - nucleotideos

NTPase — nucleosideo trifosfato hidrolase

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

ORF — do inglés Open Reading Frame (fase aberta de leitura)
P1 — do inglés subdominio Protruding 1

P2 — do inglés subdominio Protruding 2

p20 — proteina de 20KDa

p22 — proteina de 22 kDa

p40 - proteina de 40KDa

p48 — proteina de 48 kDa

pb — pares de bases

RT-PCR —reacdo em cadeia pela polimerase precedida de transcricao reversa
pH — potencial hidrogeniénico

poli A ou (A)n — cauda poliadenilada

p.p.m. — partes por milhao

gRT- PCR — reacdo em cadeia pela polimerase quantitativa precedida pela
transcricao reversa

RdRp — RNA polimerase RNA dependente



RIE - Radioimunoensaio

RNA — acido ribonucleico

RS — Rio Grande do Sul

RT — transcriptase reversa

RT-PCR - reacdo em cadeia da polimerase precedida de transcricdo reversa

SRSV - do inglés small round-structured virus
UTR — do inglés untranslate region

VLP — do inglés virus-like particle

VP1 — proteina de capsideo de norovirus VP1

VP2 — proteina de capsideo de norovirus VP2



Ministério da Sadde

FIOCRUZ
Fundag¢ido Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

VIGILANCIA DOS NOROVIRUS GlI: CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE
RECOMBINANTES E DA VARIANTE EMERGENTE GII.P17-GII.17
KAWASAKI_2014 NO BRASIL

Juliana da Silva Ribeiro de Andrade
RESUMO

Os norovirus sdo os principais agentes etioldgicos causadores de surtos de
gastroenterite aguda em todo o mundo, principalmente devido a grande
diversidade genética, resultante da frequente emergéncia de recombinantes e
novas variantes. Os norovirus pertencem a familia Caliciviridae e ao
género Norovirus que contém seis genogrupos (G), dos quais GI, Gll e GIV
infectam humanos, sendo Gll de maior importancia epidemiolégica por sua
capacidade evolutiva. Este estudo teve como objetivo realizar a vigilancia dos
norovirus Gll em casos de gastroenterite aguda ocorridos no Brasil no periodo
de 2004 a 2016, pela caracterizacdo molecular de recombinantes e variantes
emergentes. Com esta finalidade, amostras fecais provenientes de surtos e
casos esporadicos foram submetidas a deteccdo de norovirus Gll por PCR
quantitativo utilizando iniciadores e sonda especificos, com posterior
sequenciamento nucleotidico. Pela andlise da regido da juncdo ORF-1/ORF-2
foram descritas oito recombinantes (GII.P7/GII.6; GIIP.g/Gll.12; GII.P16/GII.3;
Gll.Pe/GII.17; GII.P7/GIl.14; GII.P13/GII.17; GII.P21/GIl.3 e GII.P21/GII.13)
circulando em casos de surtos de gastroenterite aguda ocorridos na regiao sul
do pais. Pelo sequenciamento completo da ORF-2 foi detectada, pela primeira
vez no Brasil, a nova variante emergente GII.P17-Gll.17 Kawasaki_2014, com
estimativa de data de introducdo no ano de 2014, sendo Hong Kong a principal
fonte da entrada desses virus no pais. Posteriormente, esta nova variante foi
detectada em um surto de gastroenterite aguda de origem alimentar ocorrido
na regido sudeste. Pelo sequenciamento completo do genoma de doze
isolados brasileiros desta variante emergente, demonstrou-se que a linhagem
brasileira pertence ao subcluster C-1l, que corresponde a linhagem epidémica
circulante na Asia. A caracterizacdo de diferentes recombinantes, assim como
a deteccdo de uma variante emergente, demonstra a rapida evolucdo e
dispersdo desses virus enfatizando a importancia da vigilancia continua no
pais, principalmente devido ao impacto da introducdo de novos virus em uma
populacao susceptivel.
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ABSTRACT

Noroviruses are considered the major etiological agents causing acute
gastroenteritis worldwide, mainly due to the wide genetic variety resulting from
the emergence of recombinants and new variants. Noroviruses belong to the
family Caliciviridae and to the Norovirus genus, which contains six genogroups
(G), of which GI, GIl and GIV infect humans, with GIl having the major
epidemiological importance due to its evolutionary ability. In this context, the
objective of this study was to carry out epidemiological surveillance of Gll
norovirus in cases of acute gastroenteritis in Brazil from 2004 to 2016, by the
molecular characterization of recombinant and emerging variants. For this
purpose, fecal samples from outbreaks and sporadic cases were submitted to
the detection of norovirus Gll by quantitative PCR using specific primers and
probe, with subsequent nucleotide sequencing for molecular characterization of
the detected samples. By the analysis of the ORF-1 / ORF-2 junction region,
were described eight non-Gll.4 norovirus recombinants (GII.P7/GlII.6;
GlIP.g/GIl.12; GII.P16/GI.3; Gll.Pe/Gll.17; GIIL.P7/Gll.14; GII.P13/GII.17;
Gll.P21/GII.3 and GII.P21/GII.13), circulating in outbreak cases of acute
gastroenteritis occurred in the southern region of the country. Characterized for
the firt time in Brazil, the new variant GII.P17-Gll.17 Kawasaki_2014, was
detected by the complete sequencing of ORF-2, with estimated date of
introduction in 2014, with Hong Kong being the most probable source of
introduction of these viruses in the country. Posteriorly, the new variant was
detected in an outbreak of foodborne acute gastroenteritis in the southeastern
region of Brazil. The full genome sequencing of twelve Brazilian isolates of the
emerging variant demonstrated that the Brazilian lineage was grouped with the
most recently isolated samples from Asia, belonging to the C-Il subcluster,
evidencing the rapid evolution and genetic diversification of these viruses,
emphasizing the importance of continuous surveillance of noroviruses in Brazil,
mainly due to the introducing of new viruses among the susceptible population.



1- Introducao

1.1- Histérico

Os norovirus foram os primeiros virus descritos como agente etiolégico
em casos de gastroenterite aguda (GA), detectados por imunomicroscopia
eletrénica (IME). No ano de 1968, um surto de GA que ocorreu em uma escola
elementar em Norwalk, Ohio nos Estados Unidos acometeu cerca de 50% dos
alunos e professores da escola. A doenga caracterizada por vomito, diarreia,
nauseas e dores abdominais era semelhante a doenca descrita em 1929
(Zahorsky, 1929), denominada “winter vomiting disease”. A investigagdo do
agente etioldgico levou a conclusédo de que ndo era uma doenca bacteriana e
sim causada por um agente viral, porém tentativas de propagacdo em cultivo
celular ndo foram bem-sucedidas (Adler & Zickl, 1969). Mais tarde, estudos
com filtrados de material de voluntarios infectados, revelaram que o agente
“‘Norwalk” se tratava de uma particula com menos de 36 nanémetros (nm) de
diametro e que ndo propagava em cultivo celular, assim como em inoculo em
animais (Dolin et al., 1971, 1972).

Somente no ano de 1972, Kapikian e colaboradores (1972), pelos
métodos de precipitacdo de particulas virais e imunomicroscopia eletrbnica,
conseguiram visualizar agregados de particulas de 27 nm (Figura 1)
provenientes de fezes de individuos infectados voluntariamente com filtrados
das fezes de pacientes do surto de GA de Norwalk, sendo entdo denominados

“Norwalk-like” virus.



Figura 1: Agregado de particulas do agente Norwalk-like virus (27 nm de diametro)
encontrado em filtrados de fezes por imunomicroscopia eletrbnica. Adaptado de
Kapikian e colaboradores (1972).

Os norovirus foram classificados de acordo com a morfologia
caracteristica dos calicivirus, observada por Madeley e Cosgrove (1976) e
denominados Small Round Structured Viruses (SRSV). Apés varios surtos de
GA associados aos SRSV, esses virus foram identificados como os patdégenos
causadores da doenca intestinal humana (Chiba et al., 1979; Cubitti et al.,
1979). Alguns anos depois, Greenberg e colaboradores (1981) isolaram e
identificaram uma proteina estrutural de 59 kDa do agente Norwalk, sugerindo
que pertenciam a familia Caliciviridae.

A familia Caliciviridae foi criada pelo 1l Comité Internacional de
Taxonomia (ICTV) no ano de 1979 (Matthews et al.,, 1979). Seu nome é
derivado da palavra em latim calix, em virtude de a estrutura desses virus
apresentar depressdes semelhantes a um calice, visualizadas por toda a
superficie do capsideo viral.

A partir de 1988, o ICTV determinou que a classificacao dos calicivirus
seria feita pela relacao filogenética, em que as distancias genéticas definiriam
os diferentes grupos. Desta forma, atualmente a familia Caliciviridae é



constituida por cinco géneros: Vesivirus, Lagovirus; Norovirus com prototipo
Norwalk virus; Nebovirus e Sapovirus (Clarke et al., 2011).

O desenvolvimento das técnicas moleculares permitiu que o genoma
completo dos Norwalk-like virus fosse sequenciado, fornecendo informacdes
que corroboraram a incluséo desses virus na familia Caliciviridae (Jiang et al.,
1990; Ando et al., 1994; Hardy & Estes, 1996; Atmar & Estes, 2001).

1.2- Genoma e morfologia

O genoma dos norovirus € constituido por um RNA de fita simples, de
polaridade positiva e aproximadamente 7,7 Kb organizado em trés fases
abertas de leitura - ORFs 1, 2 e 3 (do inglés Open Reading Frame). Uma regido
nao traduzida (UTR- do inglés Untranslate Region) é encontrada em cada uma
das extremidades 3’ e 5’ e uma cauda poli (A) na extremidade 3’ do genoma
viral. Observa-se também um RNA subgenémico de aproximadamente 2,3 Kb
contendo as ORFs 2 e 3 e uma UTR em sua extremidade 3’ (Figura 2) (Hardy
& Estes, 1996; Green et al., 2013).

a)
RNA gendmico ORF 1 ORF 2 ORF 3
] - VAVAVAVAVAV VAV AV ANVAVAY W AW s s VAVAVAVAVAV W 2 W ALY
p48 NTPase p22 VPg Pro Pol VP1 VP2
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| Tradug 3o L L& J
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Figura 2: Representacdo esquematica da organizagdo gendmica dos norovirus. a)
Representacdo das ORF1, ORF2 e ORF3. b) ORF 1-poliproteina ndo estrutural



composta pelos dominios p48: proteina amino-terminal; NTP: proteina nucleosideo
trifosfatase (NTPase); p22: proteina p22; VPg: proteina viral de ligagcdo ao genoma,;
3C: protease 3C-like (3CLPro); RdRp: RNA polimerase RNA dependente; ORF2 - VP1:
proteina principal do capsideo; S, P1, P2: subdominios da proteina VP1; ORF3- VP2:
proteina menor do capsideo; AAAn: Cauda Poli (A); RNA subgendmico contendo os
genes que codificam as proteinas virais do capsideo. c) representacdo do RNA
subgendmico contendo as ORFs 2 e 3. Adaptado de Donaldson (2008) e Robilotti
(2015).

A ORF 1 representa cerca de 65% do genoma viral, com
aproximadamente 5 Kb codifica a poliproteina néo estrutural de 193 a 200 kDa.
Essa poliproteina é processada proteolicamente originando as proteinas p48,
p40, p22 (ou p20, depende do genogrupo), VPg, 3CLP? e a RNA polimerase
RNA dependente (RpRd). As ORF2 e ORF3 localizadas na extremidade 3’ do
genoma, codificam as proteinas estruturais do capsideo viral VP1 (58-60 kDa)
e VP2 (208-268 kDa), respectivamente. Na extremidade 5 do RNA gendmico e
subgenbmico se encontra unida, covalentemente, a proteina VPg. Esta
proteina de 15 kDa atua, provavelmente, na sintese de novas moléculas de
RNA viral (Jiang et al., 1993; Nilsson et al., 2003; Hardy, 2005; Karst, 2010). A
RpRd atua ndo s6 na replicacdo viral como também gera VPg uridilada, e se
extende do aminoé&cido 1281 até o carboxi-terminal da ORF-1, apresentando
elementos estruturais e cataliticos similares a RpRd de todos os virus de RNA
de polaridade positiva. As outras proteinas nao-estruturais também estéo
associadas a maquinaria de replicagcdo viral: a p48 é uma proteina N-terminal
que regula o transporte de vesiculas e inibe a expressdo de proteinas de
superficie da célula hospedeira, regula a proliferacdo celular, além de fornecer
suporte para a maquinaria de replicacdo; a p40 tem funcdo de nucleosideo
trifosfatase (NTPAse); a p22 (ou p20, depende do genogrupo) inibe a secrecao
de proteinas da célula hospedeira; a VPg é uma proteina que pode atuar como
um iniciador da replicacéo viral ap6s sua uridilizacdo e atua ainda na interagéao
com os fatores de traducdo celular, mediando a interacdo do RNA viral e a
maquinaria de traducdo da célula; a 3CLP™ que esta envolvida na clivagem da
poliproteina codificada pela ORF1 (Hardy, 2005).

A particula viral é n&o-envelopada, esférica e possui simetria
icosaédrica, medindo de 26 a 37 nm de diametro. O capsideo é formado por

algumas copias da proteina VP2 e por dimeros da proteina VP1 organizados



em 90 capsO6meros que formam 32 depressdes em sua superficie (Prasad et
al., 1999; Hardy, 2005).

A proteina estrutural VP1 é a maior proteina estrutural que compde o
capsideo viral, contendo aproximadamente 530-555 aminoacidos (aa) com
peso molecular entre 58-60 kDa. Possui dois dominios conservados que
flanqueiam um dominio central variavel que contém sitios antigénicos
especificos de cada cepa viral. A VP1 se divide em dois dominios principais S
(shell) e P (protruding), unidos por uma dobradica. Os 225 aminoéacidos
localizados na por¢cdo N-terminal constituem o dominio S, contendo elementos
que atuam na formacdo do capsideo de simetria icosaédrica. O dominio P
abrange todos os outros aminoacidos se estendendo do aa 225 ao 530. Os
dominios P interagem em dimeros, 0 que aumenta a estabilidade do capsideo
e forma as protrusdes visualizadas no virion ao ME. Se subdivide em dois
subdominios P1 e P2, em que o subdominio P2 € uma insercdo de 127 aa no
subdominio P1 e fica localizado do aa 279-405 (considerando-se o Norwalk-
virus como referéncia). Desta forma, o subdominio P1 compreende as regides
localizadas entre os aa 225-279 e 405-530 (Figura 3). A regido do subdominio
P2 é hipervaridvel e desempenha papel importante na ligacdo do virus com o
receptor celular e na antigenicidade viral. Além disso, esta associada com a
interacdo do virus com o sistema histo-sanguineo ABO (HBGA), relacionado a
susceptibilidade a infeccao por norovirus.
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Figura 3: Estrutura do capsideo de uma particula de Norwalk-like virus. (A)
Representacdo da superficie do capsideo viral; (B) corte transversal do capsideo; (C)
Dimero da proteina VP1 do capsideo viral. Noventa dimeros formam a proteina VP1
inteira; (D) Mondmero da proteina VP1 do capsideo viral. Cada mondmero é dividido
em dominios (S e P) e subdominios (P1 e P2); (E) representacdo das posi¢cdes dos
dominios S, P1, P2 da VP1 na ORF2. Adapatado de Tan & Jiang (2007) e Scipioni
(2008).

A proteina VP2 é a menor proteina estrutural do capsideo viral,
encontrada em uma ou duas coOpias por virion € essencial na sintese de
particulas infecciosas. Tem aproximadamente 208-268 aa, com peso molecular
de cerca de 22-29 kDa, apresentando grande variabilidade entre as diferentes
cepas de norovirus. A regido entre os aa 108 e 152 compreende o dominio de
interacdo com a proteina VP1 o que esta relacionado com a estabilizacdo dos
dimeros de VP1 e a resisténcia a degradacdo por proteases. A proteina VP2
atuaria ainda na encapsidacdo do genoma viral e estabilizacdo do RNA
mensageiro da ORF-2, regulando os niveis de expressao da VP1 (Prasad et

al., 1999; Bertolotti-Ciarlet et al., 2003; Hardy, 2005; Tan & Jiang, 2005).



1.3- Diversidade genética e mecanismos de evolugdo dos

norovirus

Devido a grande diversidade genética, os norovirus sédo divididos em
genogrupos (G) e genotipos (GG) baseado em um sistema de classificagdo
filogenética, que utiliza o método de distancia sem correcdo da sequéncia
aminoacidica completa da proteina VP1 (ORF-2) (Zheng et al., 2006).

Norovirus do mesmo genogrupo devem apresentar distancia entre 45-
61,4% na sequéncia aminoacidica completa da ORF2, e virus com distancia
entre 14,3-43,8% séo agrupados em diferentes GG e de 0-14.1% agrupados
em diferentes estirpes. De acordo com este sistema 0s norovirus sédo divididos
em seis genogrupos (GI-GVI), sendo o sétimo proposto por Vinjé (2015),
baseado na reclassificacdo de gendétipos caninos GIV, em um genogrupo
separado (Zheng et al., 2006; Vinjé, 2015).

Somente os norovirus dos genogrupos Gl, Gll e GIV séo capazes de
infectar humanos e, até o momento, foram classificados nove gendétipos do Gl,
22 gendtipos de Gll e um gendtipo de GIV (Figura 4), sendo o GIlI de maior
impacto epidemiolégico (Kronneman et al., 2013).

Os norovirus animais sao classificados em diferentes genogrupos, sendo
trés gendtipos pertencentes ao genogrupo GIl (GIl.11, GI.18, and GII.19)
detectados unicamente em suinos. O genogrupo Glll inclui os genétipos que
infectam ovinos e bovinos, enquanto que os norovirus GIV consistem de dois
genotipos, dos quais o GIV.2 tem sido detectado em felinos e caninos. Os
norovirus murinos estdo compreendidos no genogrupo GV, o genogrupo GVI
inclui virus caninos e felinos e o GVII exclusivamente norovirus caninos (Green
et al., 2013; Vinjé et al., 2015; de Graaf et al., 2017). Recentemente, alguns
grupos de pesquisa descreveram a detec¢do de norovirus em morcegos, sendo
geneticamente relacionados aos genogrupos GIV e GV (Hu et al., 2017; Kocher
et al., 2018).

Apesar da grande diversidade dos norovirus, durante décadas, o
gendtipo GllI.4 foi descrito como o prevalente em humanos em todo o mundo
(Green et al., 2002; Siebenga et al., 2009; Vinjé, 2015; Parra et al., 2017).
Desde meados da década de 90, seis epidemias globais foram associadas a



emergéncia de seis novas variantes pandémicas deste gendtipo (Siebenga et
al., 2009; Vinjé, 2015; Parra et al., 2017).

Em 2010, foi proposta uma nova classificagéo, que caracteriza diferentes
variantes quando a diferenca aminoacidica de sequencias completas da ORF-2
for superior a 5%. (Zheng et al.,, 2010). De acordo com a nomenclatura
proposta, as variantes dos norovirus devem ser nomeadas com o local de
origem da primeira sequéncia completa da ORF-1 e o ano de detecgao.
Obedecendo esta norma, até o momento, oito variantes epidémicas dos
norovirus GIl.4 foram nomeadas como: US95 96 (1995-2002); Farmington
Hills_2002 (2002-2004), Asia_2003 (2003-2006), Hunter_2004 (2004-2006),
Yerseke 20062 (2006-2008), Den Haag 2006b (2006-2012), New
Orleans_2009 (2008-2012), Sydney 2012 (Kronneman et al., 2013).

Dois principais mecanismos de diversificacdo genética conduzem a
evolucdo dos norovirus: as mutacdes pontuais e 0s eventos de recombinacao.
Devido a caracteristica intrinseca a RpRd de nado realizar a funcdo de
proofreading durante a replicacdo viral, a taxa de mutacdo dos norovirus é
maior quando comparado a virus com genoma DNA (Zheng et al., 2010). O
mecanismo de mutacfes pontuais esta relacionado a rapida capacidade
evolutiva e diversificacdo genética dos norovirus, associadas a frequente
emergéncia de novas variantes desses virus (Lindesmith et al., 2012; White,
2014). O acumulo de mutac¢Bes principalmente no subdominio P2 da proteina
VP1, regido hipervariavel do genoma, origina alteracdes nos sitios antigénicos
e de ligacdo aos receptores celulares, com implicacbes diretas na
susceptibilidade do hospedeiro as infec¢bes por norovirus (Lindesmith et al.,
2012; White, 2014).

A recombinacdo constitui mais um importante mecanismo de
emergéncia de novas variantes de norovirus (Bull et al., 2012). Demonstrou-se
que recombinantes de norovirus sdo gerados a partir da capacidade que a
RdRp tem de trocar de fita molde para outra durante a replicacao viral em uma
célula co-infectada (Green, 2013). A regido de jungéo entre as ORFsl e 2 é o
principal ponto de recombinagdo de genoma dos norovirus, que pode ocorrer
entre virus do mesmo gendtipo ou de genadtipos diferentes (White et al., 2014)
contudo, recombinacgao entre as ORFs 2-3 também podem ocorrer, com menor

frequéncia (Bull et al, 2005; Eden et al., 2013). O aumento da diversidade



genética através da recombinacéo esta relacionado a interacdo de uma nova
RpRd com as proteinas de capsideo VP1 e VP2, alterando positivamente a
eficiéncia na replicacao viral (de Graaf et al., 2016). O sequenciamento parcial
da regido da juncdo entre as ORFs 1 e 2 tem permitido a deteccdo dos
norovirus recombinantes (Vinjé & Koopmans, 1996; Anderson, et al., 2001;
Vennema et al., 2002; de Graaf et al., 2016).

Com a crescente deteccdo de recombinates de norovirus Gl e Gll,
Kronneman e colaboradores (2013) propuseram um sistema de nomenclatura
para recombinantes, que inclui o genotipo da polimerase e o da VP1, como por
exemplo: GII.P16-Gll.4. Baseado no sequenciamento completo da ORF-1, até
0 momento foram descritos pelo menos 14 tipos de polimerase Gl (GI.P) e 27
tipos de polimerase Gl (GII.P) (Figura 4) (Vinjé, 2015).



a ORF1 (RdRp) ﬁ
o

0.4
b ORF2 (VP1) ﬂ
-
o0 Oy
(= =087
%= 25 02,
CrFy © ) S
T, 093\\%1
%> S Qs
G - %‘\L"\b
q ~ G2
l Gll20
GVI
‘ ﬁ e ﬁclus
Gvil GV
&, l
A
S ox s
SG O ;’v C‘:’d.
05

Figura 4: Relacdo filogenética da sequencia aminoacidica completa da RNA
polimerase-RNA dependente (ORF-1) e da proteina de capsideo VP1 (ORF-2) entre
os diferentes gendtipos de Norovirus. Adaptado de Graaf e colaboradores (2016).



1.4- Transmissao, patogénese, manifestacdes clinicas e resposta

imunolégica das infec¢cdes por norovirus

Os norovirus sdo virus altamente infecciosos e de facil transmissdo em
viturde de fatores, tais como: baixa dose infecciosa (18 a 103 particulas virais),
eliminacdo de grande concentracdo de particulas virais (10° a 10 particulas
virais/grama de fezes) por individuos infectados e a resisténcia a exposi¢cado ao
meio ambiente (Atmar et al., 2008; Teunis et al., 2008; Lopman et al., 2012).

Sao transmitidos pela rota fecal-oral, pelo contato pessoa-pessoa,
através de aerossois de vomito, agua e alimentos contaminados. A transmisséo
pessoa-pessoa tem sido descrita como a principal forma de transmissao tanto
em casos de surto quanto em casos esporadicos (Phillips et al., 2010; Verhoef
et al., 2010; Lopman et al., 2012). Surtos de GA causados por norovirus sao
frequentemente descritos em ambientes confinados e com grande aglomeracéo
de pessoas, como navios de cruzeiros (Morillo et al., 2017; Mouchtouri et al.,
2017), universidades (CDC, 2009, Huang et al., 2017), escolas (Wang et al.,
2018), hospitais (Kanamori et al., 2018), creches (Ferreira et al., 2012;
Phumpholsup et al., 2015), asilos (Park et al., 2018), acampamentos militares
(Sanchez et al., 2017) e resorts (Doménech-Sanchez et al., 2009; Arvelo et al.,
2012). Em ambientes confinados, a transmisséo € facilitada pelos inumeros
episodios de vOmito associados aos individuos infectados por norovirus,
gerando aerossois que constituem uma importante via de transmissao (Lopman
2011; Thornley et al., 2011, Godoy et al., 2016).

O periodo de incubacédo nas infeccdes por norovirus pode variar de 24 a
48 horas, com resolucdo dos sintomas de 12 a 72 horas, podendo durar até 6
dias (Estes et al., 2006; Glass et al., 2009; Karst, 2010). As principais
manifestacdes clinicas, que sdo vomito e diarreia, podem estar acompanhadas
por nausea, dor abdominal, cefaleia, febre e mialgia (Rockx et al., 2002; Atmar
et al., 2008; Karst, 2010). Entretanto, a taxa de individuos assintomaticos pode
variar de 7 a 30%, o0 que representa uma importante fonte de infec¢do (Garcia
et al.,, 2006; Atmar et al., 2008; Ferreira et al., 2008, Huynen et al., 2013,
Ahmed et al., 2014).

A susceptibilidade aos norovirus é heterogénea entre os humanos, pois
nem todos os individuos sdo igualmente susceptiveis, assim como a

patogenicidade difere entre os gendtipos (Lindesmith et al., 2003; Thorven et



al.,, 2005). Alguns fatores estdo relacionados com a patogénese e
susceptibilidade aos norovirus, dentre elas a ligacdo do virus com os antigenos
histo-sanguineos HBGA, o tropismo celular tecidual dependente do gendtipo, a
microbiota e a resposta imune do hospedeiro (de Graaf et al., 2016).

HBGAs séo carboidratos glicanos expressos nas superficies celulares de
eritrocitos e células epiteliais da mucosa e determinam o tipo sanguineo ABO e
0 grupo do sistema Lewis, sendo encontrados na saliva e outras secrecgdes
corporais humanas (Le Pendu et al., 2006; Currier et al, 2015). A
especificidade da ligacédo da proteina VP1 com o HBGA depende do genogrupo
e genotipo do virus, o que resulta em diferencas na susceptibilidade do
individuo a genotipos especificos de norovirus (Lindesmith et al., 2003).

Estudos recentes demostram que a presenca de bactérias da microbiota
do hospedeiro pode influenciar na infeccdo por norovirus por Varios
mecanismos diferentes, atuando como antagonistas ou potencializadores da
infeccdo viral. Dentre esses mecanismos, as bactérias podem atuar provendo
HBGAs adicionais para a ligagdo dos norovirus, influenciando a expresséao de
HBGAs na mucosa intestinal e também modulando a imunidade do hospedeiro
(Baldridge et al., 2015; de Graaf et al, 2016, Monedero et al., 2018).

A infeccdo por norovirus ocorre no intestino delgado, entretanto o
tropismo pelo tipo celular especifico ndo é bem definido, tendo em vista
experimentos com VLPs (do inglés Virus-Like Particles) demonstraram que
diferentes gendtipos possuem diferentes tropismos celulares (de Graaf et al.,
2016). Em biépsias de pacientes infectados, observa-se um achatamento
rapido e reversivel das vilosidades assim como o encurtamento das
microvilosidades, o aumento do numero de células epiteliais apoptéticas no
limen da superficie duodenal e 0 aumento de linfécitos intraepiteliais, o que
acarreta em les6es na mucosa intestinal (Troeger et al., 2009; Schwartz et al.,
2011). O conjunto dessas alteracdes juntamente com a diminuicdo de proteinas
das tight-junctions do epitélio, acarreta na disfuncdo da barreira epitelial
permitindo o fluxo de agua e ions dos capilares subepiteliais para o lumen
intestinal, provocando diarreia (Troeger et al., 2009).

A nausea e o inicio agudo de vomito nas primeiras 24 horas de infeccéo
foram associadas ao atraso no esvaziamento gastrico e ao dano nas

vilosidades intestinais (Meeroff et al., 1980). Eventualmente, as infec¢des por



norovirus podem levar ao Obito pacientes subnutridos e com desidratacao
grave, acometendo principalmente criangcas menores de cinco anos e idosos
maiores de 65 anos de idade (Mattner et al., 2006; Harris et al., 2008). A
eliminagdo viral pode ocorrer no periodo de quatro a oito semanas em
individuos adultos infectados e a deteccéo viral por RT-PCR pode ocorrer até 3
semanas apos o inicio dos sintomas (Cheesbrough et al., 1997; Rockx et al.,
2002; Atmar et al., 2008). Em pacientes imunocomprometidos esse periodo
pode durar meses ou até mesmo anos (Gallimore et al., 2004; Simon et al.,
2006; Frange et al., 2012). A eliminacao viral de forma cronica, em pacientes
imunocomprometidos ou ndo, aumentam a diversidade viral intra-hospedeiro
além de elevarem os riscos de transmissdo e contamina¢gdes nosocomiais
(Sukhrie et al., 2010; Wingfield et al., 2010; Bull et al., 2012).

Infeccbes por norovirus levam a producdo de IgM com pico de
concentracdo duas semanas apés a infeccdo, porém ndo é um indicativo de
infeccdo primaria tendo em vista sua detecdo em infeccbes secundarias
(Scipioni et al., 2008). A producéo de IgG e IgA virus especificos ocorre uma
semana apos a infeccao, com pico de concentracdo de linfocitos B de memdéria
duas semanas depois. Estudos demonstraram que a IgM possui curta durcéo,
assim como a IgA, enquanto que a IgG persiste por meses, até anos apos a
infeccdo (Graham et al., 1994; Brinker et al., 1999; Lindesmith et al., 2005). IgA
e 1gG preexistentes no soro, assim como altas concentracdes de linfocitos B de
memoria, foram relacionados com a protecdo contra GA e diminuicdo da
gravidade da doenca (Swanstrom et al, 2014). Anticorpos séricos da classe 1gG
contra norovirus sao genogrupo-especificos, embora seja observada
reatividade cruzada intergendtipos pelo cruzamento da resposta contra estirpes
heter6logas dentro do mesmo gendtipo (Rockx et al., 2005; Cannon et al.,
2009; Reeck et al., 2010; Lindesmith et al., 2010, 2011). Anticorpos maternos
foram associados a protecao de criancas contra infecgdes por norovirus, que
depois passam a produzir anticorpos com capacidade protetora (Ramani et al.,
2015). Foi evidenciado ainda que had um aumento significativo de interferon
gama (IFN-y) e interleucina 2 (IL-2), aumentando a ativacdo de macrofagos e
anticorpos da classe IgG que favorecem a opsonizacdo (Lindesmith et al.,
2005).



1.5- Diagndstico Laboratorial

A IME (imuno microscopia eletrénica) e a microscopia eletronica direta
foram as primeiras técnicas utilizadas na deteccdo dos norovirus. Entretanto,
tratam-se de técnicas custosas e de baixa sensibilidade (10° particulas
virais/grama de fezes) que, associados a vasta diversidade dos norovirus e a
dificuldade de se obter anticorpos especificos, ndo sao aplicaveis no
diagndstico de rotina ou estudos epidemiolégicos (Atmar & Estes, 2001).

Para aplicagdo em estudos de soroprevaléncia, técnicas imunologicas
foram desenvolvidas como alternativa a IME como a técnica hemaglutinacao
por imunoaderéncia  (IAHA), radiomunoensaio (RIE) e ensaios
imunoenzimaticos (EIE), que permitiam detectar antigenos e anticorpos anti-
norovirus. Contudo, por ndo serem propagaveis em cultivos celulares, a
producdo de anticorpos para norovirus sempre foi um obstaculo no
desenvolvimento de técnicas imunologicas (Greenberg & Kapikian, 1978;
Kapikian et al., 1978; Atmar &Estes, 2001).

Apés a caracterizagdo molecular do genoma dos norovirus, Jiang e
colaboradores (1992) clonaram o genoma desses virus e desenvolveram um
sistema de expressdo da proteina de capsideo VP1, utilizando baculovirus
como vetor de expressdo, gerando VLPs, constituidas por um capsideo
morfolégica e antigenicamente similar as particulas virais, porém sem a
presenca do genoma viral em seu interior (Jiang et al., 1992). As VLPs
possibilitaram a producéo de anticorpos poli e monoclonias pela imunizacéo de
diferentes animais, assim como também podiam ser utilizadas como antigenos
em testes imunoenzimaticos de ELISA (do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). As VLPs tornaram os testes de ELISA mais sensiveis e
mais especificos, tendo em vista que ndo apresentavam reatividade cruzada
com outros virus gastroentéricos. Ainda assim, o uso da técnica continuou
limitado devido a grande diversidade antigénica dos norovirus, pois o uso de
diferentes VLPs simultaneamente acarretam resultados falso negativos
(Lopman et al., 2002). Embora sua sensibilidade seja questionavel e ndo possa
identificar os gendtipos dos norovirus, em casos de surtos, 0S ensaios

imunoenzimaticos ainda podem ser utilizados como teste de triagem,



combinados com outros testes mais sensiveis e especificos como os testes
moleculares, podem fornecer resultados mais rapidos e reduzir os custos
laboratoriais (Jiang et al., 1992, 1993, 2000; Atmar et al., 2001; Lopman et al.,
2002; Richards et al., 2003; Vinjé, 2015).

Atualmente, as técnicas moleculares sdo amplamente utilizadas no
diagnéstico e caracterizacdo dos norovirus por apresentarem maior
sensibilidade e especificidade. Na década de 90, foi desenvolvida uma RT-PCR
qualitativo ou convencional, tendo como alvo uma pequena regido conservada
no gene da RpRd, localizada na extremidade 3’ da ORF-1 (regibes A e B)
(Vinjé et al., 1996, Beuret et al., 2002, Boxman et al., 2006, La Rosa et al.,
2007). Entretanto, o uso dessa regido ndo permitia a genotipagem, sendo
utilizada somente para deteccao dos norovirus.

Com a disponibilidade de sequencias genémicas dos norovirus em
banco de dados publicos, novas técnicas foram desenvolvidas para regifes
mais variaveis do genoma viral, tendo em vista a necessidade de genotipagem
dos virus circulantes. Com esta finalidade, iniciadores desenhados para as
diferentes regides da proteina VP1, permitiam a genotipagem através das
sequencias amplificadas, ja que o gene completo da ORF-2 é utilizado como
padrdo para a caracterizacdo molecular e estudos filogenéticos dos norovirus
(Zheng et al., 2006; Vinje, 2015). Iniciadores desenvolvidos para as
extremidades 5 (regides C e E) e 3 da ORF2 (regido D) se mostraram
sensiveis e especificos, permitindo a caracterizacdo molecular dos norovirus
em genogrupo e em gendtipos (Noel et al., 1997; Kojima et al., 2002; Vennema
et al., 2002; Vinjé et al., 2004).

A RT-PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR) apresenta maior
sensibilidade e especificidade quando comparada & RT-PCR convencional. E
uma técnica molecular mais vantajosa que utiliza iniciadores e sondas
especificas, reduzindo manipulacdo do produto de PCR, dispensado o uso de
gel de agarose, diminuindo o risco de contaminagdo assim como o tempo e
custos dispendidos na técnica, além de permitir a quantificacdo das particulas
virais (Kageyama et al., 2003). Inicialmente, a gRT-PCR foi desenvolvida para
a deteccédo dos norovirus Gl e Gll separadamente, tendo como alvo a regido de
juncao entre as ORFs 1 e 2, que é considerada a regido mais conservada do

genoma viral (Kageyama et al., 2003). No entanto, novos protocolos foram



desenvolvidos, permitindo a deteccéo e quantificacdo simultdnea dos norovirus
Gl e Gll em uma reacao duplex, diminuindo o tempo e custo do ensaio (Pang et
al., 2005; Rolfe et al., 2007; Wolf et al., 2007; Vega et al., 2011). Entretanto, a
sensibilidade desses testes € menor quando comparada ao ensaio monoplex
(Schultz et al., 2011).

Nos ultimos anos, a técnica de gRT-PCR tem sido utilizada em todas as
partes do mundo como padrdo ouro para uma deteccéo rapida e sensivel dos
norovirus em amostras clinicas de fezes, vomito e sangue, bem como em
amostras de alimentos, agua e ambiente (Vinjé, 2015). Atualmente, grande
parte dos laboratorios tém utilizado a técnica de One-step qRT-PCR, em que a
transcricdo reversa e a amplificacdo do DNA complementar (cDNA) sao
realizadas em uma sO reacdo, reduzindo a manipulacdo das amostras,
tornando o ensaio ainda mais rapido e com menor risco de contaminagao.

O sequenciamento nucleotidico das ORFs 1 e 2 tem sido de grande
importancia na deteccdo e caracterizacdo dos norovirus recombinantes,
utilizando a combinacgéo de iniciadores que tem como alvo a regido de juncéo
destas regides (Vinje & Koopmans, 1996; Beuret et al., 2002; Kojima et al.,
2002).

Grandes avancos nos estudos de evolucdo genética e antigéncia dos
norovirus tém sido obtidos pelo sequenciamento do genoma completo.
Protocolos que permitem a amplificagdo das ORFs 1, 2 e 3 de diferentes
genadtipos foram descritos, auxiliando na investigacdo da relacdo genética de

cepas emergentes com outros virus (Xue et al., 2016; Matsushima et al., 2016)

1.6- Epidemiologia

Os norovirus sao os principais agentes causadores de surtos e casos
esporadicos de GA nao-bacteriana, acometendo individuos de todas as faixas
etarias, disseminado globalmente. Estimativas indicam que as infec¢des por
norovirus ocasionam 70.000 a 200.000 mortes anualmente em todo o mundo e
gue sua prevaléncia em casos de GA é de cerca de 18%, associados a 14%
das hospitalizacdes de criangcas menores de 5 anos de idade (Patel et al.,
2008; Ahmed et al., 2014). Apesar disso, GA grave € descrita com maior

frequéncia em adultos maiores que 65 anos de idade, que contabilizam o maior



numero de casos de morte causadas por norovirus (Hall et al., 2011; Ahmed et
al., 2014). Somente nos Estados Unidos, estima-se que 0s norovirus causem
de 570 a 800 mortes, 56.000-71.000 hospitalizagbes, 400.000 atendimentos
emergenciais e 1.9 milhGes de atendimentos ambulatoriais por ano (Hall et al,
2013). O numero de hospitalizacbes em paises em desenvolvimento chega a
um milh&o de casos e 0 nUmero de mortes em criancas menores de cinco anos
alcanca 200.000 todo ano (Patel, et al., 2008; Ahmed et al, 2014).

O padréo de sazonalidade das infec¢des por norovirus ainda néo é bem
estabelecido, ocorrendo casos de GA causada por esses virus praticamente o
ano inteiro. Apesar disso, em paises de clima temperado picos de deteccdo
dos norovirus tém sido identificados com maior frequéncia no inverno e em
periodos secos (Iritani et al., 2002; Hasman et al., 2004; Fretz et al., 2005;
Patel et al., 2009; Matthews et al., 2012; Chan et al., 2015). No Brasil, ndo h&a
um padrdo de sazonalidade definido (Borges et al., 2006; Soares et al., 2007,
Victoria et al., 2007; Ribeiro et al., 2008; Ferreira et al., 2010a, 2010b;
Georgiadis et al., 2010, Andrade et al., 2014).

Dados das redes -colaborativas internacionais de vigilancia dos
norovirus, CaliciNet e NoroNet, demonstraram que a forma de transmissao dos
norovirus pode estar relacionada com as diferentes cepas desses virus. O
gendtipo GlI.4 prevalente durante décadas, estd associado frequentemente a
transmissdo por contato pessoa-pessoa, enquanto que gendtipos como Gl.3,
Gl.6, GlL.7, GII.3, GII.6 e GIl.12, estdo mais frequentemente associados a
transmissao alimentar (Verhoef et al., 2015; de Graaf et al., 2016). Gendtipos
do genogrupo Gl sédo relacionados com grande frequéncia a transmissao
através da agua, o que pode estar associado a maior estabilidade dos
norovirus Gl na agua quando comparados aos norovirus Gll (Lysen et al.,
2009; de Graaf et al., 2016).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 0s norovirus sejam
a principal causa de surtos de GA de transmissao alimentar, causando 125
milhées de casos em todo o mundo (Kirk et al., 2015). Somente nos Estados
Unidos, estima-se que ocorram cerca de 21 milhdes de casos de GA causadas
por norovirus por ano e cerca de um quarto dos mesmos sdo atribuidos a

transmisséo alimentar (CDC, 2011; Scallan et al., 2011).



Desde meados da década de 90, os norovirus Gll.4 tém sido associados
a maioria dos casos de surtos e casos esporadicos de GA em todo o mundo
(Siebenga et al.,, 2009, Cannon et al., 2017). Epidemias e pandemias
associadas a este geno6tipo, somam mais de 80% das infec¢des por norovirus
nas Ultimas décadas (Siebenga et al, 2009; White, 2014). A partir do ano de
2002 emergéncia de novas variantes desse genétipo a cada 2-3 anos, resultou

em epidemias e pandemias (Siebenga et al., 2009; de Graaf et al, 2016).

1.6.1- Epidemiologia do gendtipo GIl.17

Durante o inverno asiatico de 2014-2015, um expressivo aumento no
namero de surtos de GA foi descrito e, foi associado a emergéncia de uma
nova variante do genoétipo GIl.17, denominada GII.P17-Gll.17 Kawasaki_2014,
causando o aumento da prevaléncia dos norovirus em casos de GA,
substituindo a variante circulante de Gll.4 (Chan et al., 2015, de Graaf et al.,
2016, Matsushima et al, 2015; Lu et al., 2016).

Analises filogenéticas do gendtipo GIl.17 demonstraram que, antes do
ano de 2013, as cepas dos norovirus GII.17 evoluiram muito lentamente ao
longo de 37 anos, sendo considerado um virus de padréo evolutivo estatico
(Parra et al., 2017). Entretanto, a partir do ano de 2013, o padrdo evolutivo
desse genoétipo alterou com a emergéncia da variante pré-epidémica que
circulou nos anos de 2013-2014, seguida pela diversificagdo em uma nova
variante epidémica que circulou nos anos de 2014-2015 (Chan et al., 2015; Lu
et al., 2016; Ji et al., 2018). Como resultado de mutacdes pontuais, a variante
Kawasaki_2014 se diversificou em duas linhagens diferentes em um periodo
inferior a dois anos. Este padréo se diferencia do padrdo de emergéncia das
variantes de GIl.4 que sdo substituidas por novas variantes a cada 3-8 anos
(de Graaf et al., 2016; Parra et al., 2017).

Especula-se que a aquisicdo de uma nova polimerase pelo evento de
recombinacdo que originou a nova variante Kawasaki_2014, possa ter papel
importante no novo padréo evolutivo destes virus (Chan et al., 2015; Lu et al.,
2015, 2016; Parra et al., 2017). A evolucao rapida desse genadtipo permitiu que

esses virus pudessem evadir facilmente o sistema imune da populagédo



vulneravel, o que explica a sua prevaléncia e associacdo na maioria de casos
de surtos de GA na Asia (Chan et al., 2015; Lindesmith et al., 2017).

ApOs causar surtos na Asia, a nova variante Kawasaki_2014 logo se
disseminou, sendo detectada na Europa, América, Australia e Nova Zelandia
(Degiuseppe et al., 2015; Medici et al., 2015; Parra & Green, 2015; de Graaf et
al., 2016; Silva et al., 2016). Nos Estados Unidos, essa nova variante foi
responsavel por 10,4% dos surtos de GA no periodo de 2015-2016 (Cannon et
al., 2017). Recentemente, esses virus foram detectados com prevaléncia de
85% em um surto de GA em uma universidade Chinesa, associados a
transmissao pessoa-pessoa (Huang et al., 2017). Ainda na China, na provincia
de Guandong, o norovirus GII.17 Kawasaki_2014 representou 83% dos surtos
de GA ocorridos durante o periodo de 2014-2015 (Lu et al., 2015). Na Australia,
a variante emergente foi detectada em amostras de surto de GA em unidades
de saude no periodo de 2014-2015 (Brugink et al., 2017). Um estudo conduzido
na lItalia, descreveu a deteccdo dessa variante, sugerindo um aumento da
circulacdo do gendtipo GII.17 entre pacientes pediatricos no inverno de 2015-
2016. (Giammanco et al., 2017). Um surto de origem alimentar, ocorrido em um
acampamento militar na Franca, foi associado a contaminacdo por um
preparador de alimentos e acometeu cerca de 35% dos individuos levando ao
cancelamento de uma misséo por falta de pessoal (Sanchez et al., 2017). Na
América Latina, essa variante foi detectada em um caso esporadico de GA uma
crianca menor de 3 anos de idade que apresentou grande namero de episodios

de diarreia por dia (Degiuseppe et al., 2015).

1.7- Norovirus no Brasil

A primeira descricdo dos norovirus no Brasil foi em amostras fecais de
pacientes pediatricos sintomaticos e assintomaticos do estado de Séao Paulo,
coletadas no periodo de 1987 a 1988 (Timenetsky et al., 1993). Estudos de
soroprevaléncia em comunidades carentes indigenas e carentes localizadas na
regido nordeste, demonstraram presenca de anticorpos anti-norovirus em
prevaléncia de 36 a 100% (Gabbay et al.,, 1994; Talal et al., 2000). Dados
epidemioldgicos dos norovirus demonstram a importancia desses virus em

surtos e casos esporadicos de GA com taxas de prevaléncias que variam de 7



a 37% (Borges et al., 2006, Castilho et al., 2006; Andreasi et al., 2008; Victoria
et al.,, 2007, Barreira et al., 2010, Ferreira et al., 2010, 2012; Aragéo et al.,
2013). Alta prevaléncia dos norovirus em casos de GA também foi
demonstrada em estudos conduzidos em diversas regides do pais,
apresentando frequéncias de deteccdo que variavam de 41,6% a 49,8% e
(Ferreira at al., 2010; Morillo et al., 2012; Andrade et al., 2014).

A ampla diversidade dos norovirus é relatada por inUmeros grupos de
pesquisa brasileiros, com prevaléncia do genogrupo Gll, principalmente do
genadtipo Gll.4 (Barreira et al., 2010; Fioretti et al., 2011; Ferreira et al., 2012;
Aragdo et al., 2013). Na regido sul do pais os norovirus foram responsaveis por
44% dos surtos de GA, com deteccdo de 12 gendtipos diferentes, sendo 72%
dos surtos caracterizados associados ao NoV Gll.4. O mesmo estudo revelou a
circulacdo de cinco variantes diferentes do genétipo Gll.4 em um periodo de
oito anos (Andrade et al., 2014). Além disso, a circulacdo dos norovirus Gll.4
em alta frequéncia (55%) durante o periodo de cinco anos em diferentes
estados do Brasil ja foi reportada (Fioretti et al., 2011). Em outra investigacdo
epidemiologica, foram caracterizadas seis diferentes variantes do genotipo
Gll.4 circulando no periodo entre 2004-2012 (Fioretti et al., 2014).

Apesar da predominancia do genétipo Gll.4, estudos tém descrito a co-
circulacdo deste gendtipo com recombinantes de norovirus no Brasil
(Hernandez et al.,, 2016; Barreira et al, 2017; Godim et al, 2018).
Recentemente na Amazbnia, o gendtipo GII.17 foi caracterizado como
recombinante em associacdo com GII.P13-GII.17 (Hernandez et al., 2016).

A variante emergente GII.17 Kawasaki_2014 foi detectada em pacientes
pediatricos internados, na regido norte do pais, e co-circularam com o
recombinante Gll.Pe-Gll.4 Sydney, no entanto sua prevaléncia foi maior, com
frequéncia de cerca de 38%, frequéncia nunca descrita anteriormente para este
gendtipo (Silva et al., 2016). Barreira e colaboradores também detectaram a
nova variante GII.P17-GIl.17 na regido sudeste no ano de 2016, com

prevaléncia de 8,1% (Barreira et al., 2017).



1.8- Vigilancia, Prevencao e Controle

As ferramentas de vigilancia eletrbnica possibilitam a obtencdo de
dados epidemioldgicos e moleculares de casos de surtos e casos esporadicos
causados por norovirus, permitindo o melhor entendimento do impacto desses
virus na saude publica, além de fornecer informacdes importantes sobre a
circulacdo de genotipos e variantes, essenciais para o desenvolvimento de uma
vacina.

Pesquisadores e equipes de saltde publica na Europa, Asia, Oceania e
Africa tém contribuido sistematicamente com informacdes sobre a
epidemiologia molecular dos norovirus desde de 2005 (Green, 2018). Trés
redes de vigilancia molecular desses virus estdo interligadas nesse sistema de
vigilancia eletronica: CaliciNet dos Estados Unidos, a rede de vigilancia da
Australia e Nova Zelandia e a rede Food-borne Viruses in Europe (FBVE).

Criada e coordenada pelo CDC (do inglés Centers for Disease Control),
a rede CaliciNet promove a integracdo entre laboratorios publicos dos Estados
Unidos, com o objetivo de elucidar surtos pela identificacdo do modo de
transmissao, evolucao do surto e identificacdo de variantes (CDC, 2011). Ainda
nos Estados Unidos, a rede NORS (do inglés National Outbreak Reporting
System) fornece um sistema nacional integrado de vigilancia de surtos de
doencas entéricas de transmissao hidrica, doencas por transmisséao alimentar,
por contato com animais ou contato pessoa-pessoa (NORS, 2018).

A rede NoroNet é a continuacdo da rede FBVE, uma rede de virologistas
e epidemiologistas de 13 paises europeus que foi criada com o objetivo de
compartilhar dados de vigilancia epidemiolégica sobre infec¢des virais,
concentrando-se principalmente nos norovirus (Duizer et al, 2008).

Surtos de GA causados por norovirus podem ser interrompidos pela
identificacdo do seu modo de transmissdo e adocdo de medidas de controle
adequadas. Uma das medidas primarias na prevencdo e controle da
disseminagdo dos norovirus é a higiene adequada das mados com &gua
corrente e sabdo por no minimo 20 segundos. Soluc¢des desinfetantes como
alcool 70% e alcool em gel podem ser utilizados, mas nédo devem substituir a
lavagem das maos. E recomendado o afastamento de trabalhadores que
estejam infectados por até 48 horas ap6s a resolucdo dos sintomas,

principalmente aqueles que manipulam alimentos e aqueles que trabalham em



unidades de saude (MacCannell et al., 2011; CDC, 2011). Alimentos que sao
consumidos crus, como frutas e legumes e hortalicas devem ser lavados.
Recomenda-se ndo ingerir ostras ou moluscos filtradores sem prévio cozimento
(CDC, 2011). Com a finalidade de interromper a transmissdo e evitar a
exposicao de individuos susceptiveis apos um surto ou epidemia de GA
causados por norovirus, deve-se interromper o funcionamento de
estabelecimentos como restaurantes, escolas, asilos, navios de cruzeiro,
resorts e acampamentos (Patel et al., 2009).

Em unidades de saude, pacientes sintomaticos apresentando vémito e
diarreia devem ser isolados até 48 horas ap0s a resolucao dos sintomas com o
objetivo de evitar a transmissdo nosocomial e surtos de GA em ambientes
hospitalares (McCall & Smithson 2002; Cooper & Blamey, 2005). Precaucdes
com pacientes infectados por NoV devem ser aumentadas pelos profissionais
de saude, evitando o transito entre areas clinicas e contato com pacientes
imunocomprometidos, assim como devem intensificar a higiene frequente das
maos e utilizacdo de EPIs (Equipamentos de Protecéo Individual). Em hospitais
e unidades de saude as superficies, equipamentos e fomites devem ser
desinfetados periodicamente com produtos que possuam atividade contra NoV
(CDC, 2011), conforme disponibilizado pela EPA (do inglés Environmental
Pretection Agency) (EPA, 2018).

As roupas, lengdis, toalhas e uniformes contaminados devem ser
lavados prontamente em agua quente, acima de 60°C ou com solucdo de
hipoclorito (5-25%) (CDC, 2011). A solucéo de hipoclorito na concentracdo de
1.000-5.000 partes por milhdo (ppm) (diluicdo de 1:50-1:10 do hipoclorito
doméstico) € o desinfetante preferencial utilizado na descontaminacao de
superficies e objetos, que devem ser expostos a solucdo durante tempo
apropriado (Barker et al.,, 2004; MacCannell et al.,, 2011; EPA, 2018).
Quartenarios de amobnio foram descritos como compostos utilizados na
descontaminacdo de superficie, entretanto sua eficacia é menor quando

comparada com o hipoclorito (Barker et al., 2004, Jimenez et al., 2006).



1.8.1- Vacinas

Vacinas bivalentes baseadas em VLPs tém demonstrado resultados
promissores em animais e humanos, sugerindo que a estratégia de vacina
multivalente pode induzir a producdo de anticorpos neutralizantes de ampla
cobertura contra diferentes cepas de norovirus (Debbink et al., 2014; Cortes-
Penfield et al., 2018). Apesar dos resultados promissores, muitas questdes
precisam ser melhor elucidadas, como a relacdo entre a resposta imune do
hospedeiro e protecdo contra a infeccdo, duracdo da protecdo vacinal e
eficiéncia da protecdo heterotipica contra cepas antigenicamente distintas,
principalmente devido a grande diversidade genética e antigénica originada
pela continua evolugcdo dos norovirus (Banyai et al., 2018; Cortes-Penfield et
al., 2018).

Dois grupos estdo desenvolvendo vacinas candidatas contra 0s
norovirus, baseadas em VLPs. Um grupo utiliza VLPs do gendétipo Gl.1 e VLPs
com a sequéncia consenso de diversas variantes diferentes GlI.4, desenvolvida
pela Farmacéutica Takeda, anteriormente administrada via intranasal, hoje é
administrada via intramuscular e se encontra na fase Il de ensaios clinicos em
humanos. O outro grupo, ainda em fase de ensaios pré-clinicos, utiliza VLPs
de GI.3 e GIl.4 no desenvolvimento de uma vacina intramuscular ou
intradermal (Debbink et al., 2014; Cortes-Penfield et al., 2018).

Outras duas estratégias se baseiam na expressao da proteina VP1 em
vetores recombinantes de adenovirus do tipo 5. A vacina desenvolvida pela
farmacéutica Vaxart utiliza a sequéncia de norovirus Gl.1, apresentando a via
de administracéo oral e se encontra na fase | de ensaios clinicos, enquanto que
o segundo grupo asiatico do Centro de Controle e Prevencdo de Doencas da
China, utiliza sequéncia de norovirus Gll.4 no desenvolvimento de uma vacina
intranasal (Guo et al., 2008, Cortes-Penfield et al., 2018).

Com uma abordagem diferente, um grupo esta desenvolvendo uma
vacina intranasal baseada em particiulas P do gendtipo Gll.4, contudo ainda
estd em fase pré-clinica (Tan et al., 2008). Estudos que analisaram a eficacia
da vacina bivalente com VLPs GIl.1 e GIl.4 demonstraram que a imunizacao
induziu a produgédo de anticorpos com ampla atividade contra 0s norovirus
Gll.4, incluindo novas variantes nao incluidas na sequencia consenso

(Lindesmith et al., 2015). Voluntarios que tiveram a vacina bivalente de VLPs



Gl.1 e GIl.4 administrada intramuscularmente, apresentaram reducdo na
gravidade da GA quando desafiados posteriormente com norovirus Gll.4
(Bernstein et al., 2015).

Estudos epidemiologicos e de variacdo genética e antigénica dos
norovirus contribuem com dados importantes para a formulagcdo e melhorias

necessarias no desenvolvimento de uma vacina contra 0s norovirus.



2- Relevancia

Os norovirus apresentam rapida capacidade evolutiva diversificando-se,
sobretudo, pela ocorréncia de mutacdes pontuais e eventos de recombinacgéo
(Chan et al., 2015; Cuevas et al.,, 2016; de Graaf et al., 2016, Parra et al.,
2017). A variacdo antigénica provocada por mutacdes, principalmente nos
cinco epitopos (I-V) presentes na regido hipervariavel do subdominio P2,
contribui para a diversificacdo dos norovirus (Siebenga et al., 2009; Lindesmith
et al., 2011, 2012). A recombinacéo intra e intergenotipica, principalmente entre
as ORFs 1 e 2, constitui outro importante mecanismo de diversificacdo,
associado a emergéncia de novas variantes e elevando assim as chances de
surtos e epidemias de GA (Bull et al, 2005; Eden et al., 2013).

Apesar da ampla diversidade dos norovirus, Gll.4 tem sido o gendtipo
prevalente em todo o mundo, sendo responsavel por inumeros surtos
principalmente devido ao surgimento de variantes em intervalos regulares de
tempo (Siebenga et al., 2009; Vinjé et al., 2015; Parra et al., 2017). Todavia,
desde o inverno de 2014-2015, uma nova variante do genaétipo GII.17 (GlIP.17-
Gll.17 Kawasaki_2014) foi detectada como a principal causadora de surtos de
GA em diversos paises da Asia, substituindo a variante circulante de Gll.4
(Chan et al., 2015, Matsushima et al., 2015, Lu et al., 2016).

No Brasil, diversos estudos tém demonstrado a diversidade genética dos
norovirus circulantes, sendo GIl.4 o0 genétipo mais prevalentemente
encontrado, inclusive com variantes distintas (Barreira et al., 2010, Fioretti et
al., 2011; Aragéo et al., 2013; Andrade et al., 2014). Norovirus recombinantes
também foram descritos em estudos epidemiolégicos conduzidos nas regides
sudeste, norte e nordeste (Castilho et al., 2006; Fioretti et al., 2011; Ferreira et
al., 2012; Aragdao et al., 2013; Hernandez et al., 2016). O norovirus GII.17 foi
detectado em baixa prevaléncia no pais, em diversos estudos conduzidos em
anos anteriores ao surgimento da nova variante GIIP.17-Gll.17 Kawasaki_2014
(Fioretti et al., 2011; Ferreira et al., 2012; Andrade et al., 2014; Aragao et al.,
2013). Quando detectados, esses virus foram frequentemente caracterizados
como recombinantes: Gll.Pe-Gll.17, GII.13-GII.17, GII.7-GII.17 (Andrade et al.,
2016; Siqueira et al., 2017).

Diversos aspectos do mundo moderno, incluindo a facilidade e a rapidez

de deslocamento tém sido responsaveis pela dispersdo e pelo impacto de



variantes e recombinantes de norovirus emergentes em surtos de GA (CDC,
2009; Ferreira at al., 2012; Sanchez et al., 2017; Huang et al., 2017). No Brasil,
na ultima década, o crescimento na temporada de navios de cruzeiros, assim
como realizacdo de grandes eventos, tais como a Copa do Mundo (2014) e
Olimpiadas (2016) incrementou a entrada de turistas no pais possibilitando a
introducéo de novos virus em uma populacédo imunologicamente susceptivel.

O monitoramento da emergéncia de novas variantes e recombinantes é
uma ferramenta essencial na saude publica. Deste modo, a constante vigilancia
dos norovirus se mostra essencial no fornecimento de dados sobre distribuicéo
geografica, temporal, dispersdo e prevaléncia. As analises gendmica e
evolutiva desses virus séo relevantes para conhecimento da relacdo genética
com outras variantes e genétipos, provendo melhor entendimento do efeito da
diversidade dos virus circulantes e sua prevaléncia na populacéo, assim como
sua relacdo em casos de surtos.

Considerando o cenario epidemioldgico dos norovirus, a busca para o
desenvolvimento de uma vacina eficaz é crescente, tornando-se fundamental o
conhecimento prévio das variantes epidémicas, pelo monitoramento dos
genatipos circulantes. Até o0 momento, nenhum estudo genético e evolutivo foi
conduzido no Brasil levando em consideracdo o genoma completo dos

norovirus.



3- Objetivos

3.1- Objetivo geral

Realizar vigilancia dos norovirus em casos de GA ocorridos em

diferentes regides do Brasil, no periodo de 2004 a 2016, pela deteccédo e

caracterizagao molecular de recombinantes e variantes emergentes.

3.2- Objetivos especificos

1.

Investigar a circulacdo de recombinantes de norovirus Gl em
amostras provenientes de surtos de GA caracterizados como n&o-
Gll.4 entre 2004 e 2011 na regido Sul do Brasil;

Caracterizar a introducdo da variante emergente GII.P17-GlI-17
Kawasaki_2014 no Brasil em 2015 por estudos filogenéticos e de
filogeografia;

Investigar a associacdo da variante Gll.17 Kawasaki_2014 ao surto
de GA de transmisséo alimentar ocorrido em 2016;

Realizar a caracterizagdo molecular baseada no genoma completo
das cepas brasileiras da nova variante, comparando as alteragbes
genéticas das ORFs1-3 e antigénicas do subdominio P2 da proteina
VP1.



4- Resultados

Os resultados deste trabalho de tese s&o apresentados em forma de
manuscritos publicados e submetido a publicacéo.

4.1- Artigol: Norovirus Recombinant strains isolated from
gastroenteritis outbreaks in Southern Brazil, 2004-2011. Publicado na
revista Plos One.

4.2- Artigo 2: Detection and molecular characterization of emergent
GIl.P17/GII.17 Norovirus in Brazil, 2015. Publicado na revista Infection,
Genetics and Evolution.

4.3- Artigo 3: Norovirus GIl.17 Associated with a Foodborne Acute
Gastroenteritis Outbreak in Brazil, 2016. Publicado na revista Food and
Environmental Virology.

4.4- Artigo 4: Molecular analysis of complete nucleotide sequences of
norovirus GIIP.17-Gll.17 detected in Brazil. Submetido a publicacdo na

revista Viruses.



4.1- Norovirus Recombinant strains isolated from gastroenteritis
outbreaks in Southern Brazil, 2004-2011
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Abstract

Noroviruses are recognized as one of the leading causes of viral acute gastroenteritis,
responsible for almost 50% of acute gastroenteritis outbreaks worldwide. The positive sin-
gle-strand RNA genome of noroviruses presents a high mutation rate and these viruses are
constantly evolving by nucleotide mutation and genome recombination. Norovirus recombi-
nant strains have been detected as causing acute gastroenteritis outbreaks in several coun-
tries. However, in Brazil, only one report of a norovirus recombinant strain (GIl.P7/Gll.20)
has been described in the northern region so far. For this study, 38 norovirus strains repre-
sentative of outbreaks, 11 Gll.4 and 27 non-Gll.4, were randomly selected and amplified at
the ORF1/ORF2 junction. Genetic recombination was identified by constructing phyloge-
netic trees of the polymerase and capsid genes, and further SimPlot and Bootscan analysis
of the ORF1/ORF2 overlap. Sequence analysis revealed that 23 out of 27 (85%) non-Gll.4
noroviruses were recombinant strains, characterized as: GII.P7/Gll.6 (n =9); GIIP.g/Gll.12
(n=4); GIl.LP16/Gl1.3 (n = 4); Gll.Pe/Gll.17 (n = 2); GI.P7/Gll.14 (n = 1); GII.P13/GII.17 (n=
1); GI.P21/GIl.3 (n = 1); and Gll.P21/Gl1.13 (n = 1). On the other hand, among the Gll.4 var-
iants analyzed (Den Haag_2006b and New Orleans_2009) no recombination was
observed. These data revealed the great diversity of norovirus recombinant strains associ-
ated with outbreaks, and describe for the first time these recombinant types circulating in
Brazil. Our results obtained in southern Brazil corroborate the previous report for the north-
ern region, demonstrating that norovirus recombinant strains are circulating mare frequently
than we expected. In addition, these results emphasize the relevance of including ORF1/
ORF2-based analysis in surveillance studies as well as the importance of characterizing
strains from other Brazilian regions to obtain epidemiological data for norovirus recombinant
strains circulating in the country.
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Introduction

Noroviruses (NoV) are members of the Caliciviridae family, and is now recognized as one of
the leading causes of acute gastroenteritis (AGE), responsible for almost 50% of AGE outbreaks
worldwide [1,2]. NoV are primarily associated with outbreaks of AGE in semi-closed settings
such as elderly care facilities, hospitals, cruise ships and childcare centers [2,3]. These epidem-
ics have occurred globally since the mid-1990s with increasing frequency [4,5]. Consequently,
NoV-associated AGE has become a major public health concern for which there is no available
anti-viral agent or preventative vaccine yet available.

NoV present a positive-polarity RNA genome of approximately 7500 nucleotides (nt) in
length, presenting a high mutation rate and high genetic variability; it is organized as three
open reading frames (ORFs), with ORF1 and ORF2 overlapping by about 20 nt [6,7]. ORF1
encodes non-structural proteins including RNA-dependent RNA polymerase (RdRp). ORF2
encodes a major capsid protein (VP1) that contains an N-terminal arm, a shell or S-domain
and a protrusion or P-domain, and ORF3 encodes a minor capsid protein (VP2); both proteins
are translated from subgenomic RNA [8]. NoV have been classified into six genogroups (GI to
GVTI) based on VP1 amino acid sequence [9]. Each genogroup can be further divided into
genotypes, and at least 36 genotypes are recognized to date [10-12]. NoV are in constant evolu-
tion, with new strains frequently arising due to nucleotide point mutation (antigenic drift) and
genetic recombination during a co-infection [13]. Recombination is one of the main driving
forces shaping the evolution of viruses, providing a mechanism for generating antigenically
novel viruses and, therefore, the ability to evade the immune system [13,14]. In the NoV
genome, a recombination hotspot is present near the ORF1/ORF2 junction and a variety of
recombinant strains have been detected worldwide [7,13,15-18].

In Brazil, the role of NoV as causative agents of AGE causing outbreaks, sporadic cases, and
hospitalization are well documented [19-23]. However, there is a lack of data concerning
knowledge of the circulation of NoV recombinant strains in the Brazilian population, since
only one report demonstrated a recombinant strain (GIL.P7/GIIL.20) in a community of African
descent in northern Brazil [24].

Recently, it was demonstrated the importance of NoV in AGE outbreaks in Southern Brazil,
but genotype characterization was performed based only on capsid gene sequences [19]. In the
present study, we aimed to investigate the occurrence of recombination in NoV strains associ-
ated with AGE outbreaks in the Rio Grande do Sul state (southern region of Brazil) between
2004 and 2011. The recombinant strains were identified by sequence analysis of the ORF1/
OREF2 junction region, followed by SimPlot and Bootscan analysis.

Materials and Methods
Ethics statement

AGE surveillance is performed through a hierarchical network in which samples are provided
by medical request in hospitals and health centers, monitored by the Brazilian Unified Health
System (SUS). Fecal samples were collected by the state Central Laboratory and then forwarded
to the Laboratory of Comparative and Environmental Virology, Oswaldo Cruz Institute (FIO-
CRUZ), Ministry of Health. Forms with epidemiological and clinical data accompanied each
fecal sample. No patient information was used other than to determine city residence or possi-
ble association with outbreaks, and data were maintained anonymously and securely. This
study is part of a project that covers diagnosis, surveillance and molecular epidemiology of
viruses that cause AGE, approved by the Ethics Committee of FIOCRUZ (CEP No. 311/06).
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Clinical samples

NoV-positive stool samples were collected and analyzed during a retrospective study, as
reported previously, that aimed to describe the role of these viruses in causing AGE outbreaks
which occurred in the state of Rio Grande do Sul, southern Brazil, in a period of eight years
(2004-2011) [19]. For this study, 38 NoV strains representative of outbreaks, 11 GIL.4 and 27
non-GII.4, were selected randomly and amplified at the ORF1/ORF2 junction (524nt).

RNA extraction and cDNA synthesis

Viral RNA was purified from stool samples stored at -20°C. A 140 pL suspension (10% w/v) of
each stool sample was prepared with Tris-calcium buffer (pH = 7.2) and subjected to an auto-
matic RNA extraction procedure using a QlAamp™ Viral RNA Mini kit (QIAGEN, CA, USA)
and a QIAcube™ automated system (QIAGEN), according to the manufacturer’s instructions.
Part of the isolated nucleic acid was transcribed to cDNA using a High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Life Technologies™, NY, USA), and an aliquot was immediately stored at
—80°C. In each extraction procedure, RNAse/DNAse-free water was used as negative control.

Norovirus genotyping

PCR was performed using primers targeting the ORF1/2 junction region, Mon 431/432 [25]
and G2SKR [26], to generate 544 bp amplicons. The reaction was performed in a 50 pL mixture
of 10 uL cDNA, 5 U Platinum ™ Tag DNA Polymerase (Life Technologies™), and 250 nM of
each primer. PCR amplification was performed with an initial denaturation at 95°C for 5 min,
followed by 40 cycles of denaturation at 95°C for 30 s, annealing at 50°C for 30 s, extension at
72°C for 1 min, and a final extension at 72°C for 10 min. The amplicons obtained were purified
using a QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) following the manufac-
turer’s recommendations. For DNA sequencing, the purified products were sent to the FIO-
CRUZ Institutional Platform for DNA sequencing (PDTIS), performed using an ABI Prism
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit" and ABI Prism 3730 Genetic Ana-
lyzer (both from Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Following chromatogram analy-
sis, consensual sequences were obtained using BioEdit [27]. Initially, NoV genotypes were

assigned using an online genotyping tool (http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool) [11]
and the strains were named, with the genotype of the polymerase indicated with an uppercase
letter p, as proposed by Kroneman et al. [12].

Recombination analysis

After results were obtained from the genotyping tool, two sequence datasets were constructed,
one considering the region coding RdRp (partial ORF1) and the other including the capsid
coding region (partial ORF2). Comparable sequences containing ORF1/OREF2 overlap for dif-
ferent NoV genotypes were retrieved from the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) database. Phylogenetic analysis was performed for both datasets including comparable
sequences of different NoV genotypes. Phylogenetic trees were constructed using the neighbor-
joining method (Kimura two-parameter model, 2000 bootstrap replications for branch sup-
port) in MEGA 6.0 [28]. To further confirm putative recombinant strains and to identify a
putative recombination point according with previous reports [13], plot similarity was carried
out using SimPlot version 3.5.1 [29]. SimPlot analysis was performed by setting the window
width and the step size to 200 bp and 20 bp, respectively. Different methods implemented in
the Recombination Detection Program v.4.16 (RDP4) were also used [30], such as Bootscan/
Recscan analysis. The sequences obtained in the present study were included as queries, while
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putative parental sequences were obtained from the GenBank database, and recombinant
strains were confirmed with significant events (p < 0.01).

GenBank accession numbers

The nucleotide sequences obtained in this study were submitted to the NCBI (GenBank, http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/) and received accession numbers KR074148-KR074191.

Results

NoV recombinant genotypes were characterized in 23 out of 27 (85%) of the non-GIL4 sam-
ples, identified by constructing phylogenetic trees of polymerase and capsid genes, and further
SimPlot analysis of the ORF1/ORF2 overlap (Figs 1 and 2). NoV recombinant strains were
identified as: GIL.P7/GIL6 (n = 9); GIIP.g/GIL12 (n = 4); GILP16/GIL3 (n = 4); GIL.Pe/GIL17
(n = 2); GILP7/GIL14 (n = 1); GILP13/GIL17 (n = 1); GILP21/GIL3 (n = 1); and GILP21/
GIL13 (n = 1) (Table 1).

SimPlot and Bootscan analysis showed recombination breakpoints near the ORF1/2 junc-
tion for all samples (Figs 3 and 4). The most detected recombinant type was GIL.P7/GIL6, with
strains detected in four years (2004, 2007, 2008, and 2010). Among these nine samples, nucleo-
tide identity ranged from 92% to 99%. We performed SimPlot and Bootscan analysis of four
GILP7/GIL6 strains (one sample for each year) and the recombination breakpoints were
detected at positions varying from nucleotides 184 to 200, corresponding to nucleotides 5022
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Fig 1. Phylogenetic analyses of NoV Gll.4 sequences based on the polymerase region (ORF1) and capsid region (ORF2). (a) Phylogenetic tree of 231
bp within the polymerase region (3' ORF1). (b) Phylogenetic tree of 277 bp within the capsid region (5' ORF2). References strains of NoV Gll.4 variants are
named according to GenBank with their respectively accession numbers. Brazilian Gill.4 strains are marked with a filled diamond. The scale bar at the bottom
of the tree indicates distance. Bootstrap values (2,000 replicates) are shown at the branch nodes and values lower than 60% are not shown.

doi:10.1371/journal.pone.0145391.g001
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Fig 2. Phylogenetic analyses of NoV Gll sequences based on the polymerase and capsid regions. (a)
Phylogenetic tree of 231 bp within the polymerase region (3'-ORF1). (b) Phylogenetic tree of 277 bp within
the capsid region (5-ORF2). References strains of NoV genotypes are named according to GenBank with
their respectively accession numbers. Brazilian Gll.4 strains are marked with a filled diamond. The scale bar
at the bottom of the tree indicates distance. Bootstrap values (2000 replicates) are shown at the branch
nodes and values lower than 60% are not shown.

doi:10.1371/journal.pone.0145391.9002
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Table 1. NoV recombinant sequences detected in Southern Brazil during the period of 2004-2011, with the partial 3'-ORF1 and 5’-ORF2 of NoV

genome.
Year Sample identification = Accession number  Acute gastroenteritis outbreak date(month/year) NoV Bootscan p-value
Genotyping
ORF1 ORF2
2004 LVCA-7842 KR074148 12/2004 GI.P7 Gll.6 6.027 x107*
LVCA-9732 KR074149 09/2004 GlI.P7 Gll.14 3610x10~*
LVCA-9752 KR074150 09/2004 GlI.P7 Gll.6 9.343x 107
2005 LVCA-11125 KR074151 08/2005 Gll.Pe  GIL17 4.141x107°
LVCA-11178 KR0O74152 09/2005 Gll.Pe Gll.17 6.426 x 1075
2006 LVCA-11938 KR074153 03/2006 GILP13  GIL17 8.085x 107
2007 LVCA-14441 KRO74158 10/2007 Gll.P7 Gll.6 7.127 x107*
2008 LVCA-14941 KRO74170 04/2008 GII.P7 Gll.6 8509 x107*
LVCA-15040 KRO74177 04/2008 GI.P7 Gll.6 2,093 x10°°
LVCA-15073 KRO74159 04/2008 Gll.P21 Gll.3 8.195x 107
LVCA-15109 KR074160 05/2008 GlI.P7 Gll.6 2807 x107*
LVCA-15934 KR074178 11/2008 GII.P7 Gll.6 5513x107°
2009 LVCA-16138 KR074161 01/2009 Gll.Pg Gll.12 1.680 x 107*
LVCA-16253 KR0O74162 03/2009 Gll.Pg  Gll.12 1.255 x 107*
LVCA-16344 KRO74191 04/2009 Gll.Pg Gll.12 8.017x10°°
LVCA-16345 KR074185 04/2009 Gll.Pg Gll.12 3012x10™*
2010 LVCA-17775 KR0O74172 03/2010 GIL.P7 GlL.6 5943 x10™*
LVCA-17819 KRO74173 03/2010 Gll.P7 Gll.6 1242 x107*
LVCA-18916 KRO74174 09/2010 Gll.P21 Gll.13 7.077 x 107"
LVCA-19085 KR074179 11/2010 Gll.LP16  GIL.3 8.609 x 107"
2011 LVCA-19355 KR074181 01/2011 GILP16  GIL3 4847x 107"
LVCA-19502 KR074163 01/2011 GlLP16  GIL3 7.580x 107"
LVCA-19703 KR074164 03/2011 GILP16  GIL3 8.050x 107"°

doi:10.1371/journal.pone.0145391.1001

5038 in relation to the reference strain Lordsdale (accession number X86557), localized in the
ORF1/2 junction. The location of the recombination breakpoint, near the ORF junction, was
similar in all recombinant samples (Figs 3 and 4).

The recombinant types GII.Pe/GII.17 and GILPg/GIIL 12 were detected only in 2005 and
2009, respectively. The four detected samples characterized as GIL.Pg/GII.12 showed a high
nucleotide identity (> 99%), and were detected in the months of January, March and April.
Both ORF1 and ORF2 genotypes of the two samples GII1.Pe/GIL.17 clustered together in the
phylogenetic tree with a nucleotide identity of 99% in the region analyzed. Interestingly, the
recombinant GIL.P13/GII.17, detected in the following year, has an ORF2 genotype grouped in
a separate cluster compared with the sample GII.Pe/GII.17. Samples belonging to the recombi-
nant GILP16/GIL3 were detected in 2010 and 2011, with genotypes characterized from both
regions grouping in the same cluster. The sample LVCA_15073 (GII.P21/GIL3) presented dis-
tinct genotypes (both ORF1 and ORF2) that grouped in a separate cluster, when compared
with samples GILP21/GI1.13 and GIL.P16/GIL3. The four NoV non-recombinant samples
were genotyped as GILP2/GIL2 (n = 2), and GILP15/GIL15 (n = 2) (Fig 2).

Concerning the 11 NoV GIL4 strains analyzed, no recombination type was identified. GIL.4
variants detected were Den Haag_2006b and New Orleans_2009, in both regions analyzed (3’-
ORF1 and 5-ORF2) (Fig 2). These GII.4 samples were detected from 2006 to 2011, and strains
shared nucleotide sequence identities between 95% and 99%. Samples belonging to the Den
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Fig 3. Simplot and Bootscan analyses of the NoV recombinant GII.P7/Gll.6 detected in four different years. (a) LVCA7842, (b) LVCA14441, (c)
LVCA15109, and (d) LVCA17819. For similarity plot, the y-axis gives the percentage of identity within a sliding window of 200 bp wide, with a step size
between plots of 20 bp. The site where the two NoV parental strains of genotypes Gl1.6 (JX989075) and GlII.7 (AF414409) have equal identity to the
recombinant (crossed by the vertical blue lines) is the predicted site of recombination. For Bootscan, the y-axis gives the percentage of bootstrap support
values of permutated trees using a sliding window of 200 bp wide with a step size between plots of 20 bp. Gl1.17 strain (AY502009) was used as an outlier

sequence.

doi:10.1371/journal.pone.0145391.g003

Haag 2006b variant were collected for three years (2006-2008), and samples belonging to the
New Orleans_2009 variant were detected in 2010 and 2011. Among samples of both variant
groups, nucleotide sequence identities ranged from 98% to 99%.

Discussion

For the first time in Brazil, we are reporting eight different NoV recombinant strains responsi-
ble for AGE outbreaks in the southern region from 2004 to 2011. We observed a high preva-
lence of NoV recombinant strains (85%) among the non-GIL4 samples analyzed.

Genetic recombination is a widespread phenomenon in NoV, which has a major impact on
their evolution and genotype diversity, and has been associated with the emergence of new
genotypes. As most NoV recombination occurs in a single hotspot breakpoint located in the
ORF1/OREF2 overlap [13,31], a combined characterization of both the polymerase and capsid
regions is important to monitor new NoV genotype emergence and recombinant strains [32-
35]. Our results emphasize the importance of including the characterization of both regions in
surveillance studies since it is probable that the real magnitude of NoV recombination is under-
estimated in other Brazilian regions and equally in other countries.

The GILP7/GIL6 was the most frequent recombinant and, unlike the other detected recom-
binant strains, had a long period of circulation (2004-2010). The GII.P7 genotype was associ-
ated with the GIL14 capsid genotype in 2004. In a study performed in a semi-closed
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Fig 4. Similarity plots of the NoV recombinant types detected in Southern Brazil during the 2004—2011 period. SimPlot was constructed using Simplot
version 3.5.1 with a slide window width of 200 bp and a step size of 20 bp. The vertical axis indicates nucleotide identities (%) between the query sequences
(Brazilian samples) and the reference strains. NoV parental strains are indicated by the accession numbers and their respectively ORF1-based genotypes
(indicated by the letter P) or ORF2-based genotypes.

doi:10.1371/journal.pone.0145391.9004

community of African descent in northern Brazil in 2008, GII.P7 was described as a recombi-
nant GILP7/GII.20 detected in a stool sample of a child with NoV-associated gastroenteritis
[24]. Also in Brazil, the NoV genotype GIL6 was detected in southeastern and northeastern
regions in 2003-2005 and 2007-2008 [36-38]. This recombinant type (GIL.P7/GIL6) was first
described in 2011 in Burkina Faso [39]. GIL.P7/GIL6 recombinants were also reported in other
countries such as Italy, Finland, China, and South Africa [34,40-44]. In South America, this
recombinant was reported between 2011 and 2012, in diarrheic stool and vomit samples from
Uruguayan patients [35]. Due to the high nucleotide similarity between the Uruguayan and
Brazilian samples (93%-97%), and taking into account that the Brazilian state of Rio Grande
do Sul borders Uruguay, it is possible that the same recombinant strain has circulated in both
countries.

The recombinant GILPg/GII.12 was the second most frequent found in the present study,
although it was detected only in 2009. In that same year in Brazil, the genotype GIL12 was
observed circulating in two different regions: northeastern and southeastern [37]; however, as
the polymerase genotype was not characterized, we cannot affirm that these samples share the
same genetic recombination type. The recombinant GII.Pg/GII.12 was described for the first
time in Australia in 2008, from sporadic AGE cases, and in the same year causing outbreaks in
New Zealand [33]. In the period 2009-2010, the recombinant GIL.Pg/GII.12 had spread world-
wide, and was mainly associated with AGE outbreaks [18,31,41,45-49]. As stated by Sang et al,,
the global spread of GII.Pg/GII.12 strains could be associated with their high evolution rates
compared to rates observed for GII.4 [32]. In 2012, this recombinant was reported for the first
time in the African continent [34].
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Here, we also detected the capsid genotype GII.17 associated with two distinct genotypes,
GIL.Pe (n = 2) and GIIP.13 (n = 1) in 2005 and 2006, respectively. As they were grouped in a
separate phylogenetic cluster, this could indicate that two lineages of the GIL.17 genotype may
be circulating in Brazil. The genotype GII.17 was also detected in northern Brazil in 2005 and
2009 in the states of Acre and Pard, respectively [22,37]. Globally, GII.Pe has been described as
a recombinant in association with other capsid genotypes such as: GIL.2, GIL3, GIL.4 and
GIL.12 [33,40,47]. In 2012, the emergence of the new pandemic NoV GII.4 variant Syd-
ney_2012 as a recombinant form (GIL.Pe/GII.4) was reported, which led to an increase in NoV
activity and associated AGE epidemics in countries including Australia, New Zealand, France,
Japan, China and the United States [17,50-52]. The emergence of the pandemic GIL4 variant,
which originated from genome recombination, highlights the significance of an antigenic shift
on NoV evolution. The capsid genotype GII.17 is described as a recombinant strain in associa-
tion with the most common GILP13 ORF1 genotype, although other recombinant forms have
been identified such as GII.P16, GIL.P3 and GIL.P4 [53]. The two samples characterized as
recombinant GILPe/GIL17 could represent the first description of this recombinant strain.

Another recombinant strain detected in this study was GIL.P16/GII.3, found in 2010 and
2011. In the same period, this recombinant was detected for the first time in Bangladesh, India
and Italy [40,54]. The capsid genotype GIL3 was the second most frequent detected during a
surveillance study carried out in southeastern Brazil in 2003-2004 [38]. In our study, the GIL.3
capsid genotype was also detected as a recombinant strain associated with GIL.P21 in 2008, but
samples were grouped into different genetic clusters according to their polymerase genotypes.
Both recombinant strains were also detected in Spain between 2009 and 2012, with GIL.P21/
GIIL.3 and GILP16/GIL3 corresponding to 28.4% and 18.5% of all recombinant strains charac-
terized, respectively [18].

In conclusion, we demonstrated the high diversity of recombinant strains causing AGE out-
breaks in southern Brazil in 2004-2011, which represented the main percentage (85%) of non-
GIL4 NoV. These data are in agreement with data obtained from a study conducted in Singa-
pore, where only GIL6 and GIL.7 capsid genotypes were non-recombinant viruses of all the
non-GII.4 strains detected [49]. Qur data show that the circulation of NoV recombinant strains
is common in southern Brazil, with real potential ability to cause AGE outbreaks. The great
diversity and the high frequency of recombinants circulating in our country demonstrates the
importance of ongoing surveillance to understand the role of these recombinant strains in the
dynamic of NoV infections. Inter or intra-genotype recombination allows increased fitness and
viral evolution, enabling NoV to escape and spread in a susceptible population, with direct
implications in NoV-infections incidence and for design of an effective vaccine. Therefore, the
appropriate characterization of NoV strains is fundamental for performing an adequate epide-
miological surveillance, highlighting the importance of a combined ORF1/ORF2 characteriza-
tion to access the circulation and genetic diversity of NoV recombinant strains worldwide.
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© 2017 Fublished by Elsevier B.V.

1. Introduction

Noroviruses (NoV), members of Caliciviridae family, are a major
cause of viral gastroenteritis causing almost 50% of acute gastroenteritis
(AGE) outbreaks. Over 90% of non-bacterial AGE worldwide are primar-
ily associated with AGE outbreaks in semi-closed settings (Patel et al.,
2008; Green, 2013). In developing countries they are associated to
cause up to 200,000 deaths of children <5 years of age (Patel et al.,
2008).

NoV RNA genome contains three open reading frames (ORFs). ORF1
encodes non-structural proteins including RNA-dependent RNA poly-
merase (RdRp), while ORF2 and ORF3 encode the major capsid VP1 pro-
tein, and a minor structural VP2 protein, respectively (Green, 2013).
According to the amino acid sequence of VP1 protein, NoV are classified
into six genogroups (GI-GV1) and further divided into 36 genotypes rec-
ognized to date (Zheng et al., 2006; Kroneman et al,, 2013). Despite its
high genetic diversity, a single genotype (Gll.4) is responsible for the
most AGE outbreaks caused by NoV worldwide since the 90's decade
(van Beek et al., 2013). Due to two major evolution mechanisms - ge-
nome recombination and mutations - new GIL4 variants emerged
every two/three years with ability to re-infect individuals previously ex-
posed (Bull and White, 2011; White, 2014).

* Corresponding author at: Oswaldo Cruz Institute - Fiocruz, Avenida Brasil, 4365,
Manguinhos, CEP: 21040-900 Rio de Janeiro, R), Brazil
E-mail address: juliana@ioc fiocruz.br (1.5.R. Andrade).
! These authors contributed equally to this article.

http://dx.doi.org/10.1016/j.meegid 2017.03.011
1567-1348/0 2017 Published by Elsevier BV.

A new Gll.17variant, named Kawasaki_2014, containing an ORF1 ge-
notype (GILP17) that had not yet been detected, however it was recent-
ly detected in China in association with increased number of AGE
outbreaks reported in this country. This novel variant replaced previous
dominant GIL4 Sidney_2012 (Lu et al., 2015) with rapid spreading to
other Asian Countries (Chan et al., 2015; Matsushima et al., 2015;
Khamrin et al, 2016; Dang Thanh et al,, 2016). In addition, it was recently
detected in Europe (Italy and Romania) and North America (USA and
Canada) (Parra and Green, 2015; Medidi et al, 2015; Dinus et al., 2016;
LeBlanc et al., 2016). In Latin America, this virus was detected in cases
of AGE outbreak in Argentinean samples of children and adults, and in
pediatric inpatients in the northern region of Brazil (Degiuseppe et al,
2017; Silva et al., 2017). By phylogenetic analysis, emergent GII-P17/
GlI.17 strains have formed a segregated cluster named cluster C, and fur-
ther subdivided in subcluster C-I and C-IL. Here, we report detection and
molecular characterization of this novel variant in 2015 in different
states of Brazil. We characterized the full-length capsid gene of six strains
circulating in Brazil, and by phylogenetic and molecular clock analyses,
we also estimated the introduction of this variant in our country.

2. Material and methods

In Brazil, AGE surveillance is performed through network where
samples are provided by medical request in hospitals and health centers
and monitored by the Brazilian Unified Health System. Fecal samples
are collected systematically by the State Central Laboratory and then
forwarded to the Laboratory of Comparative and Environmental
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Virology at Oswaldo Cruz Institute, Fiocruz, Ministry of Health. Proce-
dures are approved by Fiocruz Ethical Committee (No. 311/06). NoV
screening was performed by RT-qPCR using primers and probe
targeting ORF1,2 junction (Kageyama et al., 2003).

From May through September 2015, we detected NoV in 28% (51/
178) of stool samples from outpatients with AGE received for diagnosis.
For virus characterization, MoV-positive samples, randomly selected,
amplification was carried out using One-Step RT-PCR kit (QIAGEN, Va-
lencia, CA, USA) with Mon431 and G2SKR primers (557 bp) targeting
ORF1,2 junction region (Kojima et al., 2002 and Beuret et al.,, 2002). Se-
quencing was performed using BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequenc-
ing Reaction Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) on an
automated sequencer ABI Prism 3130xI DNA Sequencer (Applied
Biosystems), and genotype was assigned using Norovirus Automated
Genotyping Tool (http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool). Dur-
ing this period, we detected six NoV strains classified as GIL.P17/GI1.17
from children under two years of age (four samples) and adults (two
samples) from three distinct Brazilian States - Minas Gerais, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul.

A phylogenetic dendrogram was constructed based on partial 5'-end
of ORF2 region by neighbor-joining method using a matrix of genetic
distances established under Kimura-two parameter model using
MEGA v.6 (Tamura et al,, 2013). For further genetic characterization of
Brazilian strains, we amplified the nearly full-length complete genome
of two samples (KY392867and KY392868), and the full-length ORF2

of the other four samples using RT-PCR and six primer pairs, as previ-
ously described (Xue et al., 2016). Sequences deposited into GenBank
database are under accession no. KY397953-KY397958.

All NoV GIL17 ORF2 sequences available on GenBank (www.ncbi.
nlm.nih.gov/genbank/) with known sampling date and location were
downloaded in August 2016, and combined with previously identified
GI1.17 ORF2 sequences from Brazil (n = 287). Sequences were subjected
to Maximum likelihood (ML) phylogenetic analysis implemented in
PhyML 3.0 program under GIR + I + I'4 nucleotide substitution
model as determined by ModelGenerator v0.851.

In order to characterize the origin of NoV GI.17 Kawasaki_2014
strains detected in Brazil, a Bayesian coalescent-based analysis was per-
formed in BEAST v1.8.3 package (Drummond and Rambaut, 2007). All
ORF2 GIL17 sequences belonging to GIL17 Kawasaki cluster were ana-
lyzed using a Bayesian Skyline Plot (BSP) coalescent tree prior and un-
correlated lognormal molecular clock model with uniform prior on the
clock rate (3.76-7.87 x 103, initial value: 5.68 x 102, subs./site/
year) based on estimations reported previously (Lu et al., 2015). Both
reversible and non-reversible discrete diffusion models were tested in
each country used as discrete state, except for Chinese and Brazilian se-
quences assigned to discrete locations at a local level (5 Chinese Prov-
ince/Municipality/Administrative and 3 Brazilian State locations).
Model fit was evaluated using (log) marginal likelihood estimates ob-
tained through path sampling (PS) (Lartillot and Philippe, 2006) and
stepping-stone sampling (SS) (Xie et al,, 2011) methods.
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3. Results and discussion

Brazilian samples grouped within subcluster C-II, represented by the
most recent emergent GILP17/GI.17 strains, detected in China and
Hong Kong during 2014 and 2015, as well as strains detected outside
Asia, such as North American and Italian strains (Fig. 1). In Brazil, genet-
ically distinct GI1.17 strains detected in 2005 and 2006, were grouped
into clusters A and B. Some of these strains were also ORF1 genotyped
and displayed different recombination patterns between clusters A
and B, in line with previously strains characterized elsewhere (Parra
and Green, 2015; Fumian et al., 2016). During 2004-2005, genetically
similar GI1.17 strains belonging to clusters A and B also circulated in Par-
aguay, a Brazilian neighboring country (Galeano et al., 2013).

As for ORF2 sequence, six Brazilian strains showed a high nt identity
(=99%) and amino acid (aa) divergence lower than 1.2% among C-Il
strains, such as Kawasaki308/JP/2015, Guangzhou/CHN/2014, PR668/
ITA/2015, and Gaithersburg/US/2014. Comparing with strains belong-
ing to subcluster C-1 (Saitama5203/JP/2013 and Kawasaki323/JP/
2014), ntidentity ranged from 95.6% to 96.1%, and aa divergence ranged
from 4.8 to 5.2%, with two aa insertions, as previously demonstrated
(Matsushima et al., 2015; Parra and Green, 2015; Medici et al., 2015).
None aa changes displayed by Brazilian strains were located in P2 do-
main (epitopes I-V).

As supported by earlier studies (Lu et al., 2015, Parra and Green,
2015, Dang Thanh et al, 2016), ML phylogenetic reconstruction
shows that NoV GII.17 strains branch into three highly supported
(aLRT > 0.99) lineages (1, 1I, Kawasaki) (Fig. 2). Further Kawasaki lineage
diversification led to two subclusters: Kawasaki_pre-epidemic (aLRT =
0.73) containing strains isolated during 2013,/2014; and Kawasaki_2014
(aLRT = 0.95) encompassing isolates sampled in 2014/2015 alongside
one sequence from 2013. All Brazilian sequences clustered within the
novel GIL.17 Kawasaki_2014 lineage. These results are similar to previ-
ous study conducted in the northern region of Brazil, where phylogenet-
ic analysis of ORF1/2 junction region showed that Brazilian strains
grouped into subcluster C-Il, presenting high identity (=99%) with
strains Kawasaki308/JP/2015, Guangzhou/CHN/2014, PR668/ITA/2015,
and Gaithersburg/US/2014. In addition, our results are in line with
Degiuseppe et al. (2017) that consider Argentinean GIL17 strain
grouped within cluster C, but as external to the main group.

The non-reversible phylogeographic model was selected as the best
fit (log BF = 3.6) and supports that the origin of variant Kawasaki_2014
occurred in Guangdong-China (posterior state probability [PSP] = 0.84)
at around 2012 (95% HPD: 2012-2013). Branch distribution of Brazilian
strains inside Kawasaki_2014 lineage is consistent with at least four in-
dependent introduction events of this lineage into this country that took
place throughout 2014. Hong Kong was identified as the most probable
source of GIL.17 Kawasaki_2014 strains introduction in Santa Catarina,
Rio Grande do Sul and Minas Gerais (PSP = 0.83). Phylogeographic infer-
ence also supports a second introduction of GIL17 Kawasaki_2014 line-
age in Santa Catarina that likely arose in Guangdong-China (PSP =
046).

4. Conclusions

The present study describes the first detection of emergent variant
GILP17/GI1.17 circulating in Brazil in 2015, detected firstly in Asia in
2014 and then in other countries. Rapid evolution, spread and preva-
lence of this variant can be compared with epidemiological Gll.4 trends
along the years.

We demonstrated here by phylogenetic and molecular clock analy-
ses that Brazilian strains belong to subcluster C-ll, resulted from at
least four independent introductions in the country, most likely from
Hong Kong.

The estimated date of origin of this variant (2014) coincides with the
peak of international tourism driven by FIFA World Cup event, occurred
almost a year before detection of GIL17 in Brazil, reinforcing the

importance of norovirus epidemiological surveillance. With detection
of this new variant in Brazil, studies on characterization and surveillance
of NoV are important to maintain investigation in AGE cases and out-
breaks. NoV is capable of dispersing globally, and in this way, monitor-
ing of GIL.17 is relevant.
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Abstract

Foodborne transmission gastroenteritis (AGE) outbreak occurred during a celebration lunch in July, 2016, Brazil. All stool
samples tested were positive for noroviruses (NoV) and phylogenetic analysis revealed that strains were genetically close
to GII.17 Kawasaki_2014. These findings indicated circulation of NoV GII.17 Kawasaki_2014 in the Brazilian population,

associated with AGE outbreak.

Keywords Norovirus - GI1.17 Kawasaki_2014 - Foodborne transmission - Outbreak - Molecular characterization - Brazil

Introduction

Noroviruses (NoV) belong to the Caliciviridae family and
are the most important viral pathogens associated with acute
gastroenteritis (AGE) outbreaks of foodborne transmission
(Green 2013, Patel et al. 2008).

NoVs genome are composed of a single-strand RNA with
approximately 7.4 kb, positive-sense, organized into three
open reading frames (ORFs). ORF-1 encodes non-struc-
tural proteins, including RNA-dependent RNA-polymerase
(RdRp) and ORF-2 and ORF-3 encode structural capsid pro-
teins VP1 and VP2, respectively (Green 2013).

NoVs are classified into seven genogroups (GI-GVII)
according to the amino acid sequence of VP1 protein and
can be divided into over 30 genotypes (Kroneman et al.
2013; Vinje 2015). NoV GII is most commonly associated
with NoV infections worldwide and genotype GII.4 is recog-
nized as the major cause of AGE outbreaks due to the emer-
gence of new variants every 2—4 years, induced by evolution
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mechanisms of recombination and mutations (Lindesmith
et al. 2013).

Predominance of this genotype in NoV outbreaks was
recently shattered by a recently emergent NoV GIL.P17-
GII.17, termed Kawasaki_2014. This new genotype emerged
in Asia and spread rapidly in the continent, becoming pre-
dominant in different countries in 2015 and displacing
previous dominant GII.4_Sydney 2012 (Chan et al. 2015;
Lu et al. 2015; Matsushima et al. 2015; Dang et al. 2016;
Khamrin et al. 2016). Since the end of 2014 this variant was
reported in association with AGE outbreaks and sporadic
cases worldwide (Medici et al. 2015; Parra and Green 2015;
Dinus et al. 2016; Khamrin et al. 2016; LeBlanc et al. 2016;
Huang et al. 2017; Jung et al. 2017). In Latin America, this
emergent variant was detected in AGE outbreak in Argentina
(Degiuseppe et al. 2017) and Brazil (Andrade et al. 2017,
Silva et al. 2017).

Few studies reported NoV GII.17 involved in waterborne
and foodborne transmission outbreaks in different coun-
tries, such as France (Sanchez et al. 2017), China (Qin et al.
2016), and Denmark (Rasmussen et al. 2016; Imamura et al.
2016; Pu et al. 2016; La Rosa et al. 2017).

In this study, we report detection of a NoV GIIL.P17-
GIIL.17 outbreak associated with foodborne transmission
during a celebration lunch in Brazil, 2016.

@ Springer
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Materials and Methods

This study was approved by Oswaldo Cruz Foundation Eth-
ics Committee (No. 311/06) aiming at carrying out labora-
tory surveillance of AGE outbreaks or sporadic cases by
identifying viral etiology according to demands from State
Health Laboratories, Brazilian Ministry of Health.

AGE Outbreak

The Central Laboratory of Minas Gerais State (LACEN-
MG) was requested to clarify an AGE outbreak that occurred
after a celebration lunch carried out at Rotary Club of
Iturama, Belo Horizonte city, MG, Brazil. The food served at
the lunch were beef stroganoff, white rice, meatloaf, mashed
potatoes, shoestring potatoes and a tropical salad with let-
tuce, cherry tomatoes, mango, rucula, and spices.

Epidemiological evaluations of this outbreak suggested
foodborne transmission.

Laboratorial Investigation

Five stool samples of individuals who attended the lunch
celebration and who presented symptoms the day after
lunch were collected and sent for rotavirus A (RVA) and
NoV investigation to the Laboratory of Comparative and
Environmental Virology (LVCA) followed by a clinical form
containing clinical information from each patient.

All samples were investigated for RVA and NoV by RT-
qPCR using primers and probe targeting the NSP3 gene
segment and ORF1/2 junction, respectively (Zeng et al.
2008; Kageyama et al. 2003). For virus characterization,
positive samples were amplified using One-Step RT-PCR kit
(QIAGEN, Valencia, CA, USA) with Mon431 and G2SKR
primers (570 bp) targeting ORF1/2 junction region (Kojima
et al. 2002 and Beuret et al. 2002). Sequencing was per-
formed using BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Reaction Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
on ABI Prism 3130x]1 DNA Sequencer automated sequencer
(Applied Biosystems), and genotype was assigned using the

Norovirus Automated Genotyping Tool (http://www.rivm.
nl/mpt/norovirus/typingtool). Sequences were deposited in
GenBank database under accession number KY985368-72.

Phylogenetic dendrograms were constructed based on the
ORF1 and ORF2 regions using the neighbor-joining method.
A matrix of genetic distances was established using Kimura-
two parameter model (Kimura 1980) employing MEGA v.7.
The evolutionary history was inferred using the Neighbor-
Joining method (Kumar et al. 2016).

Results and Discussion

We detected NoV GII by RT-qPCR in 100% (5/5) of samples
investigated. All patients presented more than two vomit epi-
sodes and two diarrhea episodes per day (Table 1).

Sequence analysis of ORF1 and ORF2 regions revealed
that the genotype associated to the outbreak was emergent
GILP17-GII.17 Kawasaki_2014 strain ( Figs. 1, 2).

The dendrograms constructed from ORF1 and ORF 2
regions were divided in cluster I, subcluster I, and cluster
I1. All sequences of strains of this study grouped on clus-
ter I within the epidemic GII.17 Kawasaki_2014 lineage,
including other Brazilian strains detected in 2015 (Silva
et al. 2017) and strains detected in China, Hong Kong,
Japan and countries outside Asia such as the USA and Italy.
Subcluster I comprises strains that circulated between 2013
and 2014 in Asia, during the pre-epidemic period of NoV
GII.17 Kawasaki_2014. The Argentinean strain clustered in
Kawasaki_2014 lineage, however, is external to the main
group, corroborating previous studies (Andrade et al. 2017;
Degiuseppe et al. 2017). Cluster II contains older GII.17
strains isolated in 2002 and are not related to the epidemic
strain, as well as the strain dating back to 1978. This finding
indicates that NoV Brazilian strains detected in the food-
borne outbreak are closely related to the epidemic GII.17
Kawasaki_2014 lineage.

In Brazil, emergent GIL.P17-GII.17 was detected for the
first time in samples of pediatric inpatients with AGE in
2016, Northern region of the country (Silva et al. 2017). A
previous study carried out by our group, GIL.P17-GII. 17,

Table 1 Patient clinical information, outbreak characteristics, and sample viral quantification

Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5
Gender/age F/19 M/26 F/26 F/50 F/58
Days of collection after symptoms | 1 1 1 2
No. of vomiting episode per day (No. of days)  8(1) () 91 5(1) 3D
Diarrhea episodes per day (total days) 4(1) 42) 9(1) 3 13(3)
Fever (= 37.5°C) No No No No No
Presence of blood in faeces No No No No No
Viral load (CT-genome copies/gram) 19.4-1.08E4+09  21.1-3.73E4+08  22.1-199E+08  19.7-8.94E+08  21.1-3.73E+08
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0.05

was detected from samples collected from sporadic cases
of children and adults with AGE in 2015, enabling us to
estimate the introduction of this strain in Brazil. Bayesian
analysis of the entire ORF2 estimated that the introduction

date could have occurred in mid-2014 and Hong Kong was
pointed as the most probable source of these viruses in
Brazil (Andrade et al. 2017). Also in Latin America, NoV
GII.17 was described in Argentina in 2015, associated with

@ Springer
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a case from a child with AGE closely related with cluster C
Kawasaki_2014 (Degiuseppe et al. 2017).

Foodborne transmission is the leading route of NoV
infection. Few studies have reported detection of this vari-
ant in water and shellfish (Imamura et al. 2016; La Rosa
etal. 2017). In Japan, GII.17_Kawasaki was the predominant
genotype found in oysters (Pu et al. 2016), and in Denmark
it was associated with AGE outbreak transmitted by oyster
consumption (Rasmussen et al. 2106). A large foodborne
AGE outbreak in a French military unit was associated with
NoV GII.17_Kawasaki (Sanchez et al. 2017). In Brazil,
two studies that reported foodborne AGE outbreaks which
occurred in cruise ships pointed NoV GII as the etiological
agent (Morillo et al. 2012, Morillo et al.2017).

Our study has some limitations mainly concerning
restricted information about the outbreak. No type of food
was collected, so we could not investigate NoV’s presence
on food matrix in order to link results with clinical samples.
Moreover, it was not possible to access other patients and
food handlers to investigate epidemiological aspects of the
outbreak, such as previous AGE symptoms, type of dishes
consumed, and the secondary attack rate.

Our finding shows that NoV GII.17 Kawasaki_2014 is
linked with a foodborne transmission AGE outbreak which
occurred during a celebration lunch, where dishes containing
several uncooked ingredients were served. It is likely that
the outbreak could have been caused by contaminated food
or inadequate manipulation, highlighting the importance
of prevention measures such as adequate personal hygiene,
restricting food handlers with AGE symptoms from work-
ing, and proper environmental disinfection. These results are
essential for public health, emphasizing the importance of a
systematic surveillance, supporting the implementation of
prevention and control strategies as well a better understand-
ing of NoV GIL.P17 evolution.
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4.4-Molecular analysis of complete nucleotide sequences of norovirus
GIIP.17-GlIl.17 detected in Brazil.

Objetivo:

-4. Realizar a caracterizacdo molecular baseada no genoma completo das
cepas brasileiras da nova variante, com a andlise de altera¢cdes aminoacidicas
presentes nos epitopos antigénicos localizados no subdominio P2 da proteina
VP1 e comparar diferencas genéticas e antigénicas (ORFs1, 2 e 3) das cepas

brasileiras.
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Abstract: Norovirus are the major cause of acute gastroenteritis worldwide being
genotype GII1.4 responsible for most of outbreaks over the last decades. However, this
dominance has been replaced by a new GIL.17 variant (GILP17-GIL.17) emerged in 2014-
2015 in some Asian countries. This study describe the phylogenetic analysis based on the
complete nucleotide sequence and amino acidic analysis of twelve Brazilian GILP17-
GIL.17 strains obtained from the different states within two years interval after its
introduction in American continent. Brazilian strains were grouped within subcluster C-
I1, represented by the most recent variant of GIL.17 that comprises epidemic strains that
circulated in Asia. Amino acid analyses reveled 2,2 % of differences in VP1 region when
compared with Asian strains and particular substitutions in major epitopes in P2
subdomain were observed in Brazilian strains.
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1. Introduction

Human noroviruses are members of Caliciviridae family, Norovirus genus, and
are the leading cause of acute gastroenteritis (AGE) outbreaks, responsible for over than
200,000 deaths annually worldwide [1]. Norovirus infections are associated to sporadic
cases and outbreak across all age groups, with global prevalence estimated in 18% of all
AGE cases [1,2].

Norovirus genome is composed of a single-strand positive sense RNA with
approximately 7.5 kb in size and is organized into three open reading frames (ORFs1-3).
ORF1 encodes for six nonstructural proteins, including RNA-dependent RNA
Polymerase (RdRp). ORF2 and ORF3 encode for the major (VP1) and minor (VP2)
structural capsid proteins, respectively [3]. The VP1 capsid protein is composed 90
dimers, which form two domains: S (shell) and P (protruding). The S (50-225) domain
forms the inner part of the capsid that surrounds the RNA genome and the P domain is
subdivided into two subdomains: P1 (residues 226-278 and 406-520) and P2 (residues
279 - 405). The P2 subdomain covers a hypervariable region that comprises the major
epitopes associated with antigenicity and immune reactivity, participating in cellular
receptor biding and ABO histo-blood group antigen interaction [3].

Noroviruses are classified based on VP1 amino acid sequence into six genogroups
(GI and GIV) and a seventh group had been proposed [4,5]. Together, all genogroups are
subdivided into more than 30 genotypes, being the most diverse and frequent those
belonging to GII [4,5,6]. During decades GI1.4 have been the prevalent genotype, mainly
due their epochal evolution, which new antigenic variants emerge each 3-5 years,
increasing norovirus global activity [7,8]. Recently, GIL.17 has been highlighted by the
emergence of the variant GIL.P17-GIL 17 Kawasaki on Asia during the 2014-2015 winter,
that replaced the previously GIL.4 variant in Asia and quickly dispersed throughout the

world [9,10,11,12,13,14,15, 16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25].
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This study aims to describe aspects of molecular variation of GILP17-GIL17
variant detected in Brazil by complete genome sequencing of twelve strains obtained

from different states within a period of two years after its first detection in 2015 [26].

2. Material and Methods
2.1. Samples and Ethics

In Brazil, the epidemiological surveillance of AGE is carried out by a network of
Laboratories that meet demand from the National Health System of the Ministry of
Health. Laboratories belonging to this network receive clinical samples from hospitals
and health centers, by medical request, for clarification of etiological agent. In this
context, the Laboratory of Comparative and Environmental Virology performs the
diagnosis of cases of AGE receiving fecal samples from different states of the federation,
being this activity approved by the Institutional Ethics Committee under the number (No.
311/06). Between October 2015 and July 2016, the laboratory analyzed 750 cases, which
184 were diagnoses as noroviruses. Molecular characterization by partial nucleotide
sequencing using a set of primers previously described [27, 28], revealed the
characterization of 12 strains as GILP17-GIL.17. Those strains from three distinct
Brazilian States (Minas Gerais, Santa Catarina and Rio Grande do Sul) were processed
for complete nucleotide sequence analysis.

Viral RNA was extracted from 140 pl of 20% fecal suspension, using QIlAamp
Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) in automatized system QiaCube
(QIAGEN) following the manufacturer's instruction. Samples were subjected to PCR
using six primer pairs, which generates six overlapping fragments covering the viral
genome and another two primers to sequence 5°- and 3’-ends, as previously described

[29]. Purified amplicons were submitted to the Sequencing Platform of Genomic and
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Translational Genetics service of Principe Felipe Investigation Center, Valencia
University, Spain for Sanger sequencing. Complete GIL 17 sequences were deposited into
GenBank database are under accession numbers: MH608288; MH638230; MH746922-

25; MH747479-82; MH890538-39.

2.2, Nucleotide and aa phylogenetic analysis

Multiple sequence alignment was performed using BioEdit V7.2.6.1. Sequences
from different countries obtained from 1978 to 2016, were downloaded from GenBank
database and named with accession number, location and collection date (year).
Similarity searches were carried out using the BLAST search (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/BLAST/) utility of the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) database and, only sequences with complete or nearly complete ORFsl-3 were
included for analysis.

Phylogenetic analysis was performed using neighbor-joining reconstruction
method for the three ORFs sequences. Matrix of genetic distances was established using
Kimura-two parameter model [30] employing Molecular Genetic Analysis software
(MEGA version X) [31]. The amino acid (aa) variations within and between clusters were
analyzed by applying number of differences per sequence from averaging over all

sequence pairs between groups using Mega X.

3. Results
The twelve strains were successfully sequenced generating 7,480 bp each, with
percentage of nucleotide identity ranged from 98.2% to 100% in ORFs 1, 2 and 3.

Phylogenetic analysis of ORF-1.2 and 3 separately present the same topology revealing
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107  Figure 1: Phylogenetic tree based on the full-length nucleotide sequence of non-
108  structural polyprotein (ORF-1) of the NoV GIL17 genotype, constructed using the
109  maximum-likelihood method, and bootstrapped with 1,000 repetitions. Bootstrap values
110 > 70% are indicated in the tree nodes. Brazilian strains are indicated with black dots.
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Figure 2: Phylogenetic tree based on the full-length nucleotide sequence of capsid protein
VP1 (ORF-2) of the NoV GIL17 genotype, constructed using the maximum-likelihood
method, and bootstrapped with 1,000 repetitions. Bootstrap values > 70% are indicated
in the tree nodes. Brazilian strains are indicated with black dots.
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Figure 3: Phylogenetic tree based on the full-length nucleotide sequence of capsid protein
VP2 (ORF-3) of the NoV GII.17 genotype, constructed using the maximum-likelihood
method, and bootstrapped with 1,000 repetitions. Bootstrap values > 70% are indicated

in the tree nodes. Brazilian strains are indicated with black dots.
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The analysis of aa variation shows that, among Brazilian isolates the number of
aa changes were 5 (1.9%). Comparing Brazilian strains with Cluster C strains and old
strains, the number of aa changes were 6 (2.3%) and 61 (23.1%), respectively.

Regarding ORF-1, our analysis demonstrated 11 (0.6%) aa changes among
Brazilian isolates. When compared with others strains of cluster C (subclusters C-I and
CII) and old strains (clusters A and B), the number of aa changes were 18 (1%) and 131
(7.7%), respectively. We detected four singular aa substitutions specifically among a
group of Brazilian strains at the N-terminal protein (D216E, T298I), NTPase (A403S)
and at the protease 3C-like (I1154M) (Table 1). Also among Brazilian isolates, we
identified four consecutives aa substitutions at the position 1346-1349. Comparing
residues previously associated to fitness viral of ORF 1, one substitution at the N-terminal
protein was identified (A187D), however, none substitution was observed at residue 739

(S) in protease, differing only between USA strain (S7T39N).



135  Table 1: Amino acid substitutions in the major epitopes of VP1 sequence of norovirus GII.17 over the time. Dashes indicate deletions/insertions of the amino
136  acid residues. Amino acid numbering is based on the sequence of the Kawasaki 323 strain (LC037415).

Strains Consensus amino acid position (major epitopes)
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The analysis of aa sequence of VPI protein, comparing Brazilian strains to other
GIL17 representative strains isolated from 1978 to 2016, demonstrated major aa
substitutions occurred from 2013 strains (Cluster C), which is the period that the first novel
GIL17 variant was detected. The number of aa difference between Brazilian strains and
belonging to the cluster C were 12 (2.2%) and compared to strains from clusters A and B the
difference were 100 residues (18.1%) (Table2). These substitutions were mainly
accumulated in the protruding P2 domain with 10 (6.9%) substitution compared with Cluster
C and 45 (31.55%) comparing old strains. In contrast, Shell domain accumulates 1 (0.6%)
and 16 (9.1%); protruding P1 domain 1 (0.6%) and 27 (15%) aa substitutions between
Brazilian strains and Cluster C and old strains, respectively. When we compared Brazilian
strains with C-II strains for the complete VP1 sequence, we observed 12 (2.2%) aa
substitution. However, almost all aa substitutions were concentrated at the P2 domain, where
the number of changes were 10 (7%). Comparing Brazilian strains with old strains (Cluster
A and B), the number of substitutions were 100 (18.1%) in the entire VP1 sequence, while

at the P2 domain were 45 (31.5%).
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Table 2: Number of amino acid (aa) changes per sequence from averaging over all sequence pairs
between clusters of norovirus GIL.17 according to complete VPI sequence and subdomains S, P1
and P2.

N2 of aa substitution (%)
Strain Compared strains Complete Subdomain Subdomain Subdomain
VP1 P2 Shell P1
Brazilian Cluster A-B 100 (18.1) 45 (31.5) 16 (9.1) 27 (15.9)
Cluster C 12 (2.2) 10(6.9) 1(0.6) 1(0.6)
Cluster ClI 2(0.4) 2(1.4) 1(0.6) 0
Cluster ClI 25 (4.5) 21(14.7) 1(0.6) 3(1.8)
Other Cluster A-B 97 (17,5) 48(33.6) 16 (9.1) 27 (15.9)
Cluster C
strains

The analysis involved 41 amino acid sequences. The Brazilian strains comprise the twelve strains
described in this study. All ambiguous positions were removed for each sequence pair. There was a
total of 54 positions in the final dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA 7 [31].

We also compared aa substitutions at the positions 217-225 (epitope I), 291-298
(epitope 1I), 359-363 (epitope 11I), 371-379 (epitope IV) and 390-396 (epitope V) (Table 1).
Epitope I conserved all residues between the GII.17 strains, except for a single aa change in
the residue at position 219 within strains belonging to Cluster A. Despite the low aa
divergence on epitope I, comparison among aa sequences on the other four epitopes (II — V)
demonstrate expressive variability with deletions, insertions and substitutions between old
and novel GII.17 strains and also between the novel variant. Brazilian strains present two
aa deletions at the epitope II, between position 294-295, when compared to viruses from
cluster B, and 13 aa deletions compared to viruses from cluster A, similar to other Cluster C
strains. Two aa substitutions were identified on Brazilian strains in epitope V (N390I and
H396N) compared with other C-II strains. In addition, we also identified in Brazilian strains

an aa insertion (Gly) in epitope V, similar to observed in all strains from Cluster C-IL.
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We notice that the aa substitution between Brazilian strains from 2016 and the UK
2016 strain is higher (6.9%) when compared with 2013- 2014 strains from subcluster C-I
(4.5%). The UK 2016 isolate presented aa substitutions identical to C-1 strains on epitopes
I, IV and V. However, particular substitutions at the positions 294-297 (epitope I1); 372,375
(epitope IV); 392-393 (epitope V) and one insertion at the epitope V (table 1) becoming clear
why this strain was external to cluster C.

The alignment of minor structural capsid protein VP2 aa sequences (ORF-3) revealed
that the major aa substitutions occurred from 2013 strains. Four aa changes were identified
only among Brazilian isolates (133V; G73E; S123A; S129N) (Table 3). Varations in
residues associated with viral fitness in ORF2 were observed in all Brazilian strains (K58R

and A89S) as well identified in strains grouped on subcluster C-I1.

Table 3: Main amino acid substitutions in nonstructural polyprotein (ORF1) and VP2 (ORF3) of
Brazilian isolates from 2015 and 2016.

Position Reference® BRA 2015 (n) BRA 2016 (n)
Nonstructural Polyprotein (ORF-1)
186* A D (6) D (6)
216 D E(2)/ D(4) E(5)/D(1)
298 l 1(6) T(5)/1(1)
403 A Af(g) S5/ A1)
738* s 5 (6) 5 (6)
1154 I M (6) 1(6)
1161 F L(6) F(86)
VP2 (ORF-3)
3 | V(5)/s(1) 1(6)
58* K R(6) R(6)
73 G E (5)/G (1) G (6)
89* A s (6) 5(6)
123 A A(8) S(5)/A (1)
129 S 5 (6) N (6)/S (1)

Amino acid numbering is based on the sequence of the Kawasaki 323 strain (LC037415).
a- Sequence reference: Kawasaki 323 strain (LC037415).
*Residue speculated to affect viral fitness of norovirus GIIP.17/GIL17 in humans.
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4. Discussion

The complete sequencing of Brazilian norovirus strains characterized as of Nov
GILP17/GIL17 Kawasaki_2014 enabled the phylogenetic analysis based on complete ORF-
1, ORF-2 and ORF-3, that revealed a tree topology divided in three different clusters (A, B
and C). As supported previously by earlier studies [32,33], strains collected between 1978
and 2002 were comprised on cluster I, cluster 1l contains strains from 1994 to 2000 while
cluster I11 include strains from 2013 to 2016. Cluster C were subdivided into two subclusters
which demonstrate the diversification of the emergent GIL.P17-GII.17 Kawasaki variant
viruses into two phylogenetic sublineages. Some studies recognized these sublineages as two
different variants: variant C with strains detected in 2013-2014 and variant D with strains
detected 2014 and onwards-2015 [32,34].

Brazilian GII.17 strains, detected in 2015 and 2016, are closely related with to the
most recent Asian strains from 2014-2016 (subcluster C-II), as well as also grouping with
other strains detected in countries outside Asia, such as Italia and USA [14,19]. Asian strains
detected in 2015-2016 were considered the epidemic variant of the GII.17 Kawasaki 2014,
which suggest that virus detected in Brazil in 2015 and 2016 were derived from the most
evolved strains that caused epidemics in Asia.

Although all Brazilian and Asian strains detected in 2015-2016 were grouped on
subcluster C-II, an Australian from 2015 strain grouped within subcluster C-I comprising
2013-2014 strains, which may suggest that evolved independently from ancestral of
subcluster C-II. We also draw attention to a strain from UK from 2016 that grouped
externally to the main group (Cluster C), comparable to observed Argentinean strain detected
in 2015 described in previous study that suggested this virus can represent a new variant on

GIL 17 genotype [22].
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Analysis of VPl protein sequences demonstrated that the major amino acid
substitutions on GIL17 strains started on strains isolated from 2013, the period when the
novel variant of norovirus GIL.17 emerged. Cluster C grouped all Brazilian isolates with
norovirus GIL.P17-GI1.17 and our comparisons with old strains revealed that P2 subdomain
concentrates the major aa changes between GIL.17 strains. The P2 subdomain is the most
exposed and diverse region of VP1 protein, comprising the main epitopes associated with
humoral immunity and receptor biding domain [13,35]. Our findings showed that subclusters
C-I and C-1I showed several changes in these epitopes, mostly on epitopes 1I-V. Although
grouped on cluster C-11, Brazilian strains present two aa substitutions at the epitope V (N3901
and H396N) when compared with C-II strains. Numerous studies demonstrated that amino
acid variations on VP1 protein over the time, mainly on the P2 subdomain, can confer new
antigenic proprieties creating a mechanism to evade human immune system [11, 13, 32, 36,
37].

Analysis of aa sequences of polyprotein evidenced aa substitutions on Brazilian
strains located in N-terminal protein (A187D, D216E, T2981), NTPase (A403S) and at the
protease 3C-like (11154M), proteins involved with viral replication. As well, changes at VP2
residues (I33V; K58R; G73E; A89S; S123A; S129N) were observed. Changes in residues
of nonstructural polyprotein and VP2 might affecting viral fitness whereas that proteins were
related with efficiency of norovirus replication [3, 11].

These results make evident the plasticity and the rapid evolution ability of the
norovirus GII.17, find out that the emergence of GII.17 Kawasaki is notably different from
the pattern of emergence of GIL.4 variants. While GI1.4 variants are replaced by new variant
every 3-8 years, GII1.17 Kawasaki 2014 variant had a rapidly replacement between variant
C for D within two seasons during the global spread, endorsing the fast-evolving

characteristic of these viruses [13,32].
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5. Conclusions

The strains that circulated between 2015-2016 in Brazil were branch from the
epidemic variant strains that caused outbreaks in Asia in the same period. Brazilian strains
presented particular amino acid alterations not observed in other strains, which may have
been acquired during its circulation in the country. The rapid genetic diversification of
variants of norovirus GILP17-GIL 17 with emergence of different sublineages makes evident

the change on viral fitness.
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5- Discussao

Visando contribuir para os estudos de norovirus no pais, esta tese teve
como objetivo realizar vigilancia epidemiologica de recombinantes e variantes
destes virus, buscando demonstrar o impacto da introducdo e circulacao de
virus emergentes em surtos e casos esporadicos de GA. O resultado desta
investigacdo gerou quatro artigos cientificos que contribuiram com dados
originais referentes a caracterizacdo de recombinantes de norovirus nao-Gll.4
associados a surtos ocorridos no sul do pais (Item 5.1) e dados sobre a
primeira deteccao da variante GII.P17 - GII.17 Kawasaki_2014 no Brasil, com
énfase em estudos de filogenia, relégio molecular, associacdo a surto de
origem alimentar e andlise de sequencias do genoma completo (itens 5.2 a
5.4).

5.1- Deteccdo e caracterizacdo de norovirus recombinantes
isolados de surtos de gastroenterite aguda na regido sul do Brasil,
no periodo de 2004 a 2011 (Artigo 1)

Em um estudo prévio (Andrade et al., 2004) realizado durante o periodo
de 2004 a 2011 no estado do Rio Grande do Sul (RS), regido de fronteira
com trés paises, a deteccdo e caracterizacdo molecular de uma grande
diversidade de gendtipos de norovirus ndo-Gll.4 em casos de surto de GA
ressaltou para a possibilidade de se tratarem de virus recombinantes, tendo
em vista o0s diversos estudos que demonstraram a caracterizacdo de
diferentes recombinantes intergenotipicos entre norovirus (Vinje et al., 1996;
Vennema et al., 2002; White, 2014).

Neste contexto, 0 genoma destes virus foi sequenciado parcialmente e
demonstrou-se a alta prevaléncia de recombinantes de norovirus associados
a surtos de GA no sul do pais. A caracterizacdo de recombinantes em mais
de 80% das cepas de norovirus ndo-Gll.4 detectados nesse estudo enfatiza a
importancia da caracterizacdo combinada de ambas regides, ORF-1 e ORF-2
nos estudos de vigilancia, uma vez que, conforme mencionado anteriormente,
a recombinagdo entre 0s norovirus ocorre principalmente préximo ou dentro
da regiao de sobreposicao entre as ORFs 1 e 2 (Bull et al., 2005; Eden et al.,
2013).



Este estudo demonstrou a alta diversidade de norovirus recombinantes
circulantes na regidao sul do Brasil no periodo de 2004 a 2011, com a
caracterizagdo de oito recombinantes diferentes, representando a maior
porcentagem dos norovirus nao-Gll.4 (85%), tendo em vista que os dados
sobre prevaléncia e diversidade de recombinantes no Brasil sejam
subestimados, assim como em outras partes do mundo. Nossos dados
corroboram um estudo conduzido em Singapura onde somente 0s gendtipos
Gll. 6 e GII.7 ndo apresentaram recombinacao dentre todos 0s genotipos nao
Gll.4 caracterizados (Lim et al., 2013).

O recombinante GII.P7-GlIl.6 foi o prevalente entre os caracterizados,
sendo também o detectado por maior periodo em circulagdo (2004-2010). Na
América Latina o recombinante GII.P7-GII.6 foi descrito nos anos de 2011-
2012 em amostras de diarreia e vomito de pacientes uruguaios (Fajardo et al.,
2014). A analise nucleotidica entre as cepas brasileiras e uruguaias
demonstraram alta similaridade (93-97%), indicando a circulacdo do mesmo
virus recombinante nos dois paises, o0 que pode ser explicado pela
localizacdo geogréfica de fronteira entre o estado do Rio Grande do Sul e o
Uruguai. No Brasil, o genotipo GII.7 foi detectado em 2008 em criancas de
uma comunidade afrodescendente assentada na regido norte do pais,
caracterizados como recombinantes GII.7-GIl.20 (Fumian et al., 2012).
Recentemente, também na regido norte, 0 norovirus recombinante
Gll.P7.Gll.6 foi detectado co-circulando com outros recombinantes em
pacientes pediatricos (Hernandez., 2016).

Em 2012, a emergéncia da variante epidémica Gll.4 Sydney 2012 como
0 virus recombinante Gll.Pe-Gll.4 Sydney foi descrito como principal
responsavel pelo aumento da atividade dos norovirus, causando epidemias
em diversos paises, incluindo Australia, Nova Zelandia, Franca, Portugal,
Japao, China e Estados Unidos (Eden et al., 2013, van Beek et al., 2013,
Chan et al., 2013, CDC et al., 2013, Lopes-Joao, et al., 2018). Um estudo
recente demonstrou que este recombinante ndo s6 aumentou o numero de
casos de GA como também foi o prevalente, com cerca de 51,4% de todas as
variantes de Gll.4 no periodo de 2005-2016, em todo o mundo (van Beek et
al., 2018).



A circulacéo de diversos norovirus recombinantes no Brasil demonstra
a habilidade desses virus em dispersar e causar surtos de GA. A grande
diversidade e frequéncia dos norovirus recombinantes circulantes no pais,
reforca a importancia da manutencdo de uma vigilancia epidemioldgica
constante dos norovirus. Do mesmo modo, redes de vigilancia internacionais
gue sejam conectadas com o intuito de que informacBes como prevaléncia,
diversidade e dispersdo desses virus sejam compartilhadas com maior
rapidez e eficiéncia. Recombinagdes intra e intergenotipicas conferem um
beneficio maior no que diz respeito ao fitness viral e a dindmica das infec¢des
por norovirus, permitindo o escape viral do sistema imune da populacéo
susceptivel, se dispersando com maior eficiéncia, resultando em uma
incidéncia maior das infec¢des por norovirus em casos de GA, o que tem
implicagdes diretas no desenvolvimento de uma vacina eficaz (Lindesmith et
al., 2017; Cortez-Penfield et al., 2017).

5.2-Deteccao e caracterizacdo molecular de norovirus GII.P17-GIl.17

Kawasaki_2014 emergente no Brasil, 2015

5.2.1- Estudo filogenético (ORF 2), analise de relégio molecular e
filogeografia de isolados brasileiros (Artigo 2)

Com o objetivo de estudar a relagcdo filogenética, realizar analises de
reldgio molecular, estimar introducdo e origem, seis isolados do norovirus
emergente GII.P17-Gll.17 Kawasaki_2014 detectados no Brasil no ano de
2015, foram submetidos ao sequenciamento nucleotidico do gene completo
da VP1 (ORF-2). No periodo de maio a setembro de 2015, os norovirus GlI
foram detectados em uma prevaléncia de 28% de todas as amostras de GA
recebidas no LVCA para diagnéstico. A alta prevaléncia dos norovirus
demonstrada neste estudo corrobora estudos prévios conduzidos no Brasil,
embora supere as estimativas de prevaléncia mundial das infec¢cdes por
norovirus (Ferreira et al., 2010, 2012; Fioretti et al., 2012; Aragéo et al., 2013;
Ahmed et al., 2014)

Os isolados brasileiros agruparam no subcluster C-Il, onde estéo

representadas as cepas mais recentes da variante Kawasaki 2014,



detectadas na China, Hong Kong em 2014 e 2015, além de cepas
provenientes de paises nado asiaticos como Itdlia e Estados Unidos. A
carcaterizagdo desses virus em amostras do ano de 2015 evidencia a rapidez
na dispersédo dessa nova variante que, primeiramente foi detectada causando
surtos de GA na Asia no ano anterior e em 2015 (Chan et al., 2015;
Matsushima et al., 2015; Lu et al., 2016).

Cepas brasileiras detectadas em 2005 e 2006, s&o geneticamente
distintas e agruparam nos clusters A e B onde estavam representadas cepas
antigas, isoladas no periodo compreendido entre 1978 e 2009. Algumas
dessas cepas, caracterizadas também pela ORF-1, apresentaram
recombinacdo com diferentes gendtipos de RNA polimerase. Cepas
paraguaias que circularam entre 2004-2005 também agruparam nos clusters
A e B, pais vizinho ao Brasil, o que indica que o mesmo virus pode ter
circulado em ambos os paises.

As analises filogenéticas demonstraram que gendtipo GII.17 se ramifica
em trés linhagens diferentes, compreendendo duas linhagens que agrupam
isolados antigos de 1978 a 2009 e a linhagem que abrange a nova variante
Kawasaki, corroborando dados de estudos anteriores. A linhagem
Kawasaki_2014 por sua vez, se divide em duas linhagens diferentes, uma
Kawasaki-pré-epidemica e a Kawasaki_2014 epidémica, compreendendo
isolados de 2013-2014 e 2014-2015, respectivamente. Todos os isolados
brasileiros agruparam com a linhagem epidémica Kawasaki 2014,
apresentando alta identidade nucleotidica (>99%) com as cepas do cluster,
sugerindo que os virus detectados no Brasil derivam da cepa mais recente,
associada a epidemias na Asia.

Os dados de filogeografia estimaram que a origem da variante
Kawaski_2014 é consistente com Guandong-China no ano de 2012. A analise
estimou ainda que, ocorreram pelo menos quatro eventos de introducao
independentes dessa linhagem no pais ao longo do ano de 2014. Hong Kong
- China, foi a provavel fonte de origem da variante Kawasaki_2014 introduzida
em Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Minas Gerais. A inferéncia
filogeografica estimou ainda uma segunda introducdo da linhagem
Kawasaki_2014 em Santa Catarina, tendo Guandong - China como a provavel

origem desta variante.



O periodo de introducéo estimada da variante no pais, coincide com o
periodo em que ocorreu o evento da Copa do Mundo de 2014, ocasidao em
gue uma grande quantidade de turistas nacionais e internacionais circularam
pelo pais, indicando que a nova variante pode ter sido introduzida por turistas
neste periodo, facilitando a disseminacdo do virus. A deteccdo da nova
variante somente apO0s quase um ano do periodo estimado, reforca a
importdncia de se manter uma rede de vigilancia epidemiologica dos
norovirus no Brasil, assim como que se mantenha a constante investigacéo e
caracterizacdo desses virus. Estudos filogenéticos e epidemiolégicos podem
auxiliar no melhor entendimento nos padrbes de dispersdo, evolucdo e

susceptibilidade do hospedeiro aos norovirus e suas novas variantes.

5.2.2- Norovirus GII.17 associado a um surto de gastroenterite
aguda de transmissédo alimentar no Brasil, 2016 (Artigo 3).

Amostras de um surto de GA ocorrido no ano de 2016 ap6s um almoco
de celebracdo de posse do novo presidente do Rotary Club de Iturama, no
estado de Minas Gerais (MG) foram enviadas ao LVCA para investigagao de
virus gastroentéricos.

A andlise filogenética das sequencias parciais da RNA polimerase e do
capsideo viral, revelaram arvores filogenéticas de topologia similares, onde as
cepas foram divididas em trés linhagens diferentes em que os virus mais
antigos do gendétipo GIl.17, isolados nos anos de 1978 a 2002 agrupam no
cluster Il e os isolados de 2013 em diante se agrupam no cluster I, contendo
as cepas mais recentes dos norovirus GII.17. O cluster | por sua vez, foi
subdividido em duas sublinhagens, agrupando as cepas da fase epidémica
isoladas em 2014-2015 e as cepas isoladas na fase pré-epidémica da
variante Kawasaki_2014, contendo isolados de 2013 e 2014 agregadas no
subcluster |I. A topologia observada, corrobora a descricdo prévia por alguns
grupos de pesquisa que descreveram a divisdo do GIl.17 em uma linhagem
mais antiga e a linhagem Kawasaki_2014 dividida em duas sublinhagens (Pu
et al., 2016; Parra et al., 2017).

Os norovirus detectados nas amostras do surto de GA ocorrido em MG,
agruparam com as cepas da linhagem epidémica Kawasaki_2014 (cluster I)

que circularam na Asia durante a fase epidémica. No mesmo subcluster,



agruparam outras cepas brasileiras detectadas em 2015 por Silva e
colaboradores (2017) e também cepas de outros paises, como Estados
Unidos e Italia. Apesar de agrupar no cluster da linhagem Kawsaki_2014, a
cepa argentina detectada no ano de 2015 agrupou externamente ao grupo
principal, corroborando com estudos prévios (Degiuseppe et al, 2015). Esses
dados indicam que a cepa brasileira detectada no surto alimentar ocorrido em
MG pertence a nova variante Kawasaki_2014 do gendétipo Gll.17.

Esses virus foram descritos pela primeira vez em casos esporadicos de
GA em pacientes pediatricos internados, na regido norte do Brasil (Silva et al.,
2017). Ainda na América Latina, a variante Kawasaki foi associada a um caso
esporadico de GA em um paciente pediatrico na Argentina (Degiuseppe et al.,
2015). Esta € a primeira descricdo da nova variante de GIl.17 em casos de
surto de GA no Brasil e na América Latina.

A rota alimentar é a principal via de transmissao dos norovirus em surtos
de GA e alguns estudos descreveram a deteccdo da nova variante de GIlI.17
em agua e ostras (Imamura et al. 2016; La Rosa et al. 2017). No Japéo, o
Gll.17_Kawasaki foi o genétipo predominante detectado em ostras (Pu et al.
2016) e na Dinamarca, foi associado a um surto alimentar pelo consumo de
ostras (Rasmussen et al. 2106). Na China, mais de 100 estudantes foram
infectados com a nova variante de GII.17 ao consumirem bebidas com gelo
contaminado (Cheng et al., 2017). Um surto alimentar de grandes proporc¢des
em uma unidade militar francesa, foi associado ao norovirus GII.17_Kawasaki
(Sanchez et al., 2017).

Algumas limitagdes envolvidas em nosso estudo, principalmente no que
diz respeito a restricdo de informacfes mais detalhadas sobre o surto.
Nenhum tipo de alimento foi coletado, o que nos impediu de investigar a
presenca de norovirus nos alimentos para associar a investigacdo com
amostras clinicas. Além disso, ndo tivemos acesso aos pacientes e aos
manipuladores de alimentos para investigar aspectos relativos ao surto como
sintomas prévios de GA, os alimentos consumidos e taxa de ataque
secundéaria do surto.

Nossos dados indicam que a nova variante do norovirus GlIl.17
Kawasaki_2014 foi associada ao surto de transmissédo alimentar ocorrido

durante um almoco de celebracao onde pratos contendo diversos ingredientes



crus foram servidos. E provavel que o surto tenha sido causado por alimento
contaminado ou manipulacdo inadequada por individuo infectado com as
maos contaminadas. Esses dados reforcam a importancia das medidas de
prevengcdo como higiene pessoal adequada, restricdo das atividades de
manipuladores de alimentos com sintomas de GA e a desinfec¢cdo ambiental
apropriada. Nos Estados Unidos, uma rede de vigilancia online para surtos de
origem alimentar causados por norovirus foi implementada em 2011 pelo
CDC, centralizando as informacdes e facilitando a investigacdo desses surtos
(Vega et al., 2011). Apesar de existirem instituicdes responsaveis pelo manejo
de surtos de transmissao alimentar no Brasil, as informacdes pertinentes séo
pouco divulgadas e dispersas. Uma rede de vigilancia de surtos de
transmissao alimentar causados por norovirus poderia auxiliar na investigacao

e contencédo desses surtos no Brasil.

5.2.3- Caracterizacdo molecular e analise filogenética do genoma

completo de norovirus GIl.P17-Gll.17 Kawasaki_2014 detectados no

Brasil (Artigo 4)

A analise filogenética das sequencias nucleotidicas completas das ORFs
1, 2 e 3 de 12 norovirus GIl.17 Kawasaki 2014 detectados no Brasil,
demonstrou a ramificacdo do norovirus GII.17 em trés linhagens distintas,
como observado nos dois estudos anteriores, corroborando com estudos
prévios (Matsushima et al.,, 2015; Parra et al., 2017). Uma linhagem
compreende cepas mais antigas, isoladas nos anos de 1978 a 2012 e outra
linhagem com cepas de 1994 a 2000. A linhagem mais recente agrupou a
nova variante dos norovirus Gll.17 Kawasaki_2014, que por sua vez se divide
em duas linhagens, uma consistindo dos isolados detectados na fase pré-
epidemica (2013-2014) e outra linhagem com os isolados detectados na fase
epidémica nos anos de 2014-2016. Todas as doze cepas brasileiras foram
fortemente relacionadas com as cepas asiaticas mais recentes, isoladas de
2014-2016.

A andlise das sequencias aminoacidicas da proteina VP1 revelou que a
maioria das alteracbes ocorreram a partir do ano de 2013, periodo em que a
nova variante emergiu, sugerindo que esses virus possuem grande

capacidade evolutiva quando comparadas as linhagens anteriores. O



subdominio P2 concentrou a maior parte das alteracbes aminoacidicas
encontradas entre as diferentes cepas de GIl.17. O subdominio P2 é a regiao
mais exposta da proteina VP1, onde ocorre a maior pressdo seletiva exercida
pelo sistema imune do hospedeiro, pois se concentram 0s principais epitopos,
sitios antigénicos de ligacdo de anticorpos e também dominios de ligacao
com os receptores celulares. Cinco epitopos (I a V) presentes no subdominio
P2 da proteina VP1 sdo reconhecidos como 0s principais epitopos em
norovirus (Lindesmith et al., 2008; Matsushima at al., 2015). Nossas analises
demonstraram que as linhagens dos norovirus Kawasaki_2014 apresentaram
alteracdes nesses epitopos, principalmente nos epitopos Il a V. Encontramos
duas alteracdes particulares entre as cepas brasileiras localizadas no epitopo
V (N390I e H396N), que nao foram observadas entre as outras cepas da
mesma linhagem, o que sugere a diversificacdo antigénica dessas cepas
durante sua circulacdo no pais. Estudos prévios corroboram com os dados
dessa andlise, em que a maior parte das alteracbes aminoacidicas da
proteina VP1 se concentram no subdominio P2, o que confere a esses virus
alteracOes antigénicas permitindo evadir o sistema imune do hospedeiro.

Quando analisamos as sequencias aminoacidicas da poliproteina néo-
estrutural das cepas brasileiras, detectamos substituicbes em sitios
localizados na proteina N-terminal (D216E, T298l), NTPase (A403S) e na
protease 3C-like (11154M), proteinas envolvidas na replicacdo viral.
AlteracBes em quatro residuos na proteina VP2 (133V; G73E; S123A; S129N)
também foram observados entre as cepas brasileiras. Alterac6es
aminoacidicas na poliproteina néo-estrutural assim como na VP2 podem
afetar a eficiéncia da replicagcdo dos norovirus, o que esta associado ao
fitness viral (Hardy, 2005, Chan et al., 2017).

Nossos dados corroboram os estudos que apontam para a grande
capacidade evolutiva dos norovirus, com o surgimento de uma nova variante
de um gendtipo raramente detectados anteriormente. Considerado um virus
de padrdo de evolucdo estética, a partir da emergéncia da nova variante
Kawsaki_2014, o norovirus GlI.17 demonstrou habilidade de rapida evolugéo
durante sua dispersédo, com a diversificacdo genética em duas sublinhagens,
compreendendo a variante pré-epidémica detectada em 2013-2014 e a outra

variante epidémica detectada em 2014-2016. Ficou evidente que o padrao de



dispersdo e diversificacdo genética da nova variante de GIl.17 difere das
variantes de GIlI.4, pois enquanto uma nova variante de Gll.4 emerge a cada
3 a 8 anos, a nova variante de GIl.17 rapidamente se diversificou em duas
sublinhagens diferentes em menos de dois anos. Essas observagdes deixam
evidentes as alteracdes no fitness viral deste gendtipo quando comparamos
as linhagens antigas com a nova variante. A aquisicdo de uma nova RNA
polimerase pode estar associada a alteracdo do fitness viral, conferindo ao
virus maior vantagem adaptativa comparado as linhagens antigas, permitindo
sua rapida evolucédo, evasédo do sistema imune da populacéo, facilitando sua
disperséo (Lindesmith et al., 2008, Matsushima et al., 2015)

Nossas observacoes reforcam a necessidade de se manter um sistema
de vigilancia dos norovirus ativo no Brasil. N&o menos importante, uma rede
de vigilancia nacional e internacional que possam auxiliar na investigacéo da
dispersédo, diversificacdo genética e evolucdo desses virus. Desta forma,
informacBes que podem auxiliar no desenvolvimento de uma vacina eficaz,
uma vez que conhecer 0s gendtipos e variantes circulantes em cada regido
contribui significantemente na formulacdo da vacina em construgéo contra 0s

norovirus.



6- Conclusdes

- Norovirus recombinantes foram associados a casos de surtos de GA
entre 2004 e 2011 e, a grande diversidade destes virus no Brasil foi
caracterizada pela identificacdo de oito tipos de recombinantes diferentes:
GI.P7/GIl.6; GIIP.g/GIl.12; GII.P16/GII.3; GIl.Pe/GIl.17; GII.P7/Gll.14;
GIl.P13/GII.17; GII.P21/GII.3 e GII.P21/GII.13.

- Os norovirus Gll.17 Kawasaki_2014 foram detectados pela primeira
vez no Brasil no ano de 2015 em amostras de casos esporadicos de GA e
agruparam-se no subcluster C-Il, representados pelas cepas emergentes
GII.P17-Gll.17, detectadas na China, em Hong Kong durante 2014 e 2015,
bem como cepas detectadas fora da Asia, como cepas norte-americanas e
italianas.

- Foi demonstrado que a circulacdo da linhagem Kawasaki 2014 é
resultado de quatro eventos de introducdo independentes no pais no ano de
2014, sendo Hong Kong a fonte mais provavel de origem desta variante.

-Foi demonstrado que apoés a introducao, a nova variante GII.P17-GIl.17
Kawasaki_2014 foi também associada a um surto de GA por transmissao
alimentar ocorrido em 2016.

-A rapida evolucdo e dispersdo da variante de norovirus GIl. 17
Kawasi_2014 evidencia a plasticidade e a rapida capacidade de evolucdo do
norovirus GII.17, demonstrando que o surgimento de GIl.17 Kawasaki é
notavelmente diferente do padrdo de emergéncia das variantes de GlI.4.

- Apesar da alta similaridade com isolados mais recentes detectados na
Asia, a circulacdo dessa variante no Brasil levou a diversificacdo antigénica
proporcionada por alteracées aminoacidicas observadas somente nas cepas
brasileiras.

-A caracterizacdo de diferentes recombinantes de norovirus associados
a surtos, assim como a deteccdo de uma variante emergente, demonstram a
importancia da caracterizacdo molecular na vigilancia epidemiolégica continua
dos norovirus no Brasil, devido a rapida emergéncia e dispersao destes virus

e seu impacto em populacdes suscetiveis.



7- Perspectivas

A grande variabilidade genética e antigénica dos norovirus, assim como
sua alta prevaléncia em casos de GA, principalmente em surtos, apontam
para a necessidade de uma continua vigilancia epidemiologica desses virus.
Nesse sentido, enfatiza a manutencdo de estudos de epidemiologia
molecular, assim como a importancia de se estabelecer uma rede de
vigilancia nacional para os norovirus, que possibilite o compartiihamento de
informacdes sobre a eventual entrada e dispersdo de novos genotipos
recombinantes e/ou variantes no pais. A vinculacdo com redes internacionais
também se apresenta como uma estratégia na mitigacdo do impacto destes
virus em populagBes suscetiveis contribuindo de modo mais efetivo nas

medidas de prevencao e controle de grandes surtos.
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9- Anexos

9.1-Figura 1 do artigo 4: arvore filogenética baseada na sequencia nucleotidica completa da
poliproteina né-estrutural (ORF-1) dos norovirus do gendtipo GII.17 genotype, construida
com o uso do método de maximume-likelihood e bootstrap de 1.000 réplicas. Valores de
Bootstrap > 70% estdo indicados nos nds da arvore. As cepas brasileiras estdo marcadas

com o um ponto preto.
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9.2-Figura 2 do artigo 4.4: arvore filogenética baseada na sequencia nucleotidica completa
da proteina VP1 (ORF-2) dos norovirus do genétipo GII.17 genotype, construida com o
uso do método de maximum-likelihood e bootstrap de 1.000 réplicas. Valores de
Bootstrap > 70% estdo indicados nos nos da arvore. As cepas brasileiras estdo marcadas

com 0 um ponto preto.
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9.3-Figura 3 do artigo 4.4: arvore filogenética baseada na sequencia nucleotidica completa
da proteina VP2 (ORF-3) dos norovirus do genétipo GII.17 genotype, construida com o
uso do método de maximum-likelihood e bootstrap de 1.000 réplicas. Valores de
Bootstrap > 70% estéo indicados nos nos da arvore. As cepas brasileiras estdo marcadas

com 0 um ponto preto.
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