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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

VIGILÂNCIA DOS NOROVÍRUS GII: CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DE 

RECOMBINANTES E DA VARIANTE EMERGENTE GII.P17-GII.17 

KAWASAKI_2014 NO BRASIL 

Juliana da Silva Ribeiro de Andrade 

RESUMO 

Os norovírus são os principais agentes etiológicos causadores de surtos de 

gastroenterite aguda em todo o mundo, principalmente devido à grande 

diversidade genética, resultante da frequente emergência de recombinantes e 

novas variantes. Os norovírus pertencem à família Caliciviridae e ao 

gênero Norovirus que contém seis genogrupos (G), dos quais GI, GII e GIV 

infectam humanos, sendo GII de maior importância epidemiológica por sua 

capacidade evolutiva. Este estudo teve como objetivo realizar a vigilância dos 

norovírus GII em casos de gastroenterite aguda ocorridos no Brasil no período 

de 2004 a 2016, pela caracterização molecular de recombinantes e variantes 

emergentes. Com esta finalidade, amostras fecais provenientes de surtos e 

casos esporádicos foram submetidas à detecção de norovírus GII por PCR 

quantitativo utilizando iniciadores e sonda especificos, com posterior 

sequenciamento nucleotidico. Pela análise da região da junção ORF-1/ORF-2 

foram descritas oito recombinantes (GII.P7/GII.6; GIIP.g/GII.12; GII.P16/GII.3; 

GII.Pe/GII.17; GII.P7/GII.14; GII.P13/GII.17; GII.P21/GII.3 e GII.P21/GII.13) 

circulando em casos de surtos de gastroenterite aguda ocorridos na região sul 

do país. Pelo sequenciamento completo da ORF-2 foi detectada, pela primeira 

vez no Brasil, a nova variante emergente GII.P17-GII.17 Kawasaki_2014, com 

estimativa de data de introdução no ano de 2014, sendo Hong Kong a principal 

fonte da entrada desses vírus no país. Posteriormente, esta nova variante foi 

detectada em um surto de gastroenterite aguda de origem alimentar ocorrido 

na região sudeste. Pelo sequenciamento completo do genoma de doze 

isolados brasileiros desta variante emergente, demonstrou-se que a linhagem 

brasileira pertence ao subcluster C-II, que corresponde à linhagem epidêmica 

circulante na Ásia. A caracterização de diferentes recombinantes, assim como 

a detecção de uma variante emergente, demonstra a rápida evolução e 

dispersão desses vírus enfatizando a importância da vigilância contínua no 

país, principalmente devido ao impacto da introdução de novos vírus em uma 

população susceptível. 



 
 

 

 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

SURVEILLANCE OF NOROVIRUS GII: MOLECULAR CHARACTERIZATION OF 

RECOMBINANTS AND THE EMERGING GII.P17-GII.17 KAWASAKI_2014 VARIANT 

IN BRAZIL 

 Juliana da Silva Ribeiro de Andrade 

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, GII and GIV infect humans, with GII 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 GII 

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 GII 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-GII.4 norovirus recombinants (GII.P7/GII.6; 

GIIP.g/GII.12; GII.P16/GII.3; GII.Pe/GII.17; GII.P7/GII.14; GII.P13/GII.17; 

GII.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-GII.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-II 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- Introdução 

 

1.1- Histórico 

Os norovírus foram os primeiros vírus descritos como agente etiológico 

em casos de gastroenterite aguda (GA), detectados por imunomicroscopia 

eletrônica (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 doença caracterizada por vômito, diarreia, 

náuseas e dores abdominais era semelhante à doença descrita em 1929 

(Zahorsky, 1929), denominada “winter vomiting disease”. A investigação do 

agente etiológico levou à conclusão de que não era uma doença bacteriana e 

sim causada por um agente viral, porém tentativas de propagação em cultivo 

celular não foram bem-sucedidas (Adler & Zickl, 1969). Mais tarde, estudos 

com filtrados de material de voluntários infectados, revelaram que o agente 

“Norwalk” se tratava de uma partícula com menos de 36 nanômetros (nm) de 

diâmetro e que não 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 precipitação de partículas virais e imunomicroscopia eletrônica, 

conseguiram visualizar agregados de partículas de 27 nm (Figura 1) 

provenientes de fezes de indivíduos infectados voluntariamente com filtrados 

das fezes de pacientes do surto de GA de Norwalk, sendo então denominados 

“Norwalk-like” vírus.  

 



 
 

 

Figura 1: Agregado de partículas do agente Norwalk-like vírus (27 nm de diâmetro) 

encontrado em filtrados de fezes por imunomicroscopia eletrônica. Adaptado de 
Kapikian e colaboradores (1972).  

 

 Os norovírus foram classificados de acordo com a morfologia 

característica dos calicivirus, observada por Madeley e Cosgrove (1976) e 

denominados Small Round Structured Viruses (SRSV). Após vários surtos de 

GA associados aos SRSV, esses vírus foram identificados como os patógenos 

causadores da doença intestinal humana (Chiba et al., 1979; Cubitti et al., 

1979). Alguns anos depois, Greenberg e colaboradores (1981) isolaram e 

identificaram uma proteína estrutural de 59 kDa do agente Norwalk, sugerindo 

que pertenciam à família Caliciviridae. 

A família Caliciviridae foi criada pelo III Comitê Internacional de 

Taxonomia (ICTV) no ano de 1979 (Matthews et al., 1979). Seu nome é 

derivado da palavra em latim cálix, em virtude de a estrutura desses vírus 

apresentar depressões semelhantes a um cálice, visualizadas por toda a 

superfície do capsídeo viral. 

A partir de 1988, o ICTV determinou que a classificação dos calicivírus 

seria feita pela relação filogenética, em que as distancias genéticas definiriam 

os diferentes grupos. Desta forma, atualmente a família Caliciviridae é 



 
 

constituída por cinco gêneros: Vesivirus, Lagovirus; Norovirus com protótipo 

Norwalk virus; Nebovirus e Sapovirus (Clarke et al., 2011).  

O desenvolvimento das técnicas moleculares permitiu que o genoma 

completo dos Norwalk-like vírus fosse sequenciado, fornecendo informações 

que corroboraram a inclusão desses vírus na família Caliciviridae (Jiang et al., 

1990; Ando et al., 1994; Hardy & Estes, 1996; Atmar & Estes, 2001).  

1.2- Genoma e morfologia  

O genoma dos norovírus é constituído por um RNA de fita simples, de 

polaridade positiva e aproximadamente 7,7 Kb organizado em três fases 

abertas de leitura - ORFs 1, 2 e 3 (do inglês Open Reading Frame). Uma região 

não traduzida (UTR- do inglês 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 subgenômico 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).  

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Representação esquemática da organização genômica dos norovírus. a) 
Representação das ORF1, ORF2 e ORF3. b) ORF 1-poliproteína não estrutural 



 
 

composta pelos domínios p48: proteína amino-terminal; NTP: proteína nucleosídeo 
trifosfatase (NTPase); p22: proteína p22; VPg: proteína viral de ligação ao genoma; 
3C: protease 3C-like (3CLPro); RdRp: RNA polimerase RNA dependente; ORF2 - VP1: 
proteína principal do capsídeo; S, P1, P2: subdomínios da proteína VP1; ORF3- VP2: 
proteína menor do capsídeo; AAAn: Cauda Poli (A); RNA subgenômico contendo os 
genes que codificam as proteínas virais do capsídeo. c) representação do RNA 
subgenômico 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 poliproteína não estrutural de 193 a 200 kDa. 

Essa poliproteína é processada proteolicamente originando as proteínas p48, 

p40, p22 (ou p20, depende do genogrupo), VPg, 3CLpro e a RNA polimerase 

RNA dependente (RpRd). As ORF2 e ORF3 localizadas na extremidade 3’ do 

genoma, codificam as proteínas estruturais do capsídeo viral VP1 (58-60 kDa) 

e VP2 (208-268 kDa), respectivamente. Na extremidade 5’ do RNA genômico e 

subgenômico se encontra unida, covalentemente, a proteína VPg. Esta 

proteína de 15 kDa atua, provavelmente, na síntese de novas moléculas de 

RNA viral (Jiang et al., 1993; Nilsson et al., 2003; Hardy, 2005; Karst, 2010). A 

RpRd atua não só na replicação viral como também gera VPg uridilada, e se 

extende do aminoácido 1281 até o carboxi-terminal da ORF-1, apresentando 

elementos estruturais e catalíticos similares a RpRd de todos os vírus de RNA 

de polaridade positiva. As outras proteínas não-estruturais também estão 

associadas a maquinaria de replicação viral: a p48 é uma proteína N-terminal 

que regula o transporte de vesículas e inibe a expressão de proteínas de 

superfície da célula hospedeira, regula a proliferação celular, além de fornecer 

suporte para a maquinaria de replicação; a p40 tem função de nucleosídeo 

trifosfatase (NTPAse); a p22 (ou p20, depende do genogrupo) inibe a secreção 

de proteínas da célula hospedeira; a VPg é uma proteína que pode atuar como 

um iniciador da replicação viral após sua uridilização e atua ainda na interação 

com os fatores de tradução celular, mediando a interação do RNA viral e a 

maquinaria de tradução da célula; a 3CLpro que está envolvida na clivagem da 

poliproteína codificada pela ORF1 (Hardy, 2005).  

A partícula viral é não-envelopada, esférica e possui simetria 

icosaédrica, medindo de 26 a 37 nm de diâmetro. O capsídeo é formado por 

algumas cópias da proteína VP2 e por dímeros da proteína VP1 organizados 



 
 

em 90 capsômeros que formam 32 depressões em sua superfície (Prasad et 

al., 1999; Hardy, 2005).  

A proteína estrutural VP1 é a maior proteína estrutural que compõe o 

capsídeo viral, contendo aproximadamente 530-555 aminoácidos (aa) com 

peso molecular entre 58-60 kDa. Possui dois domínios conservados que 

flanqueiam um domínio central variável que contém sítios antigênicos 

específicos de cada cepa viral. A VP1 se divide em dois domínios principais S 

(shell) e P (protruding), unidos por uma dobradiça. Os 225 aminoácidos 

localizados na porção N-terminal constituem o domínio S, contendo elementos 

que atuam na formação do capsídeo de simetria icosaédrica. O domínio P 

abrange todos os outros aminoácidos se estendendo do aa 225 ao 530. Os 

domínios P interagem em dímeros, o que aumenta a estabilidade do capsídeo 

e forma as protrusões visualizadas no vírion ao ME. Se subdivide em dois 

subdomínios P1 e P2, em que o subdomínio P2 é uma inserção de 127 aa no 

subdomínio P1 e fica localizado do aa 279-405 (considerando-se o Norwalk-

virus como referência). Desta forma, o subdomínio P1 compreende as regiões 

localizadas entre os aa 225-279 e 405-530 (Figura 3). A região do subdomínio 

P2 é hipervariável e desempenha papel importante na ligação do vírus com o 

receptor celular e na antigenicidade viral.  Além disso, está associada com a 

interação do vírus com o sistema histo-sanguíneo ABO (HBGA), relacionado à 

susceptibilidade à infecção por norovírus.   

 

 

 



 
 

 

Figura 3: Estrutura do capsídeo de uma partícula de Norwalk-like vírus. (A) 
Representação da superfície do capsídeo viral; (B) corte transversal do capsídeo; (C) 
Dímero da proteína VP1 do capsídeo viral. Noventa dímeros formam a proteína VP1 
inteira; (D) Monômero da proteína VP1 do capsídeo viral. Cada monômero é dividido 
em domínios (S e P) e subdomínios (P1 e P2); (E) representação das posições dos 
domínios S, P1, P2 da VP1 na ORF2. Adapatado de Tan & Jiang (2007) e Scipioni 
(2008). 

 

A proteína VP2 é a menor proteína estrutural do capsídeo viral, 

encontrada em uma ou duas cópias por vírion é essencial na síntese de 

partículas infecciosas. Tem aproximadamente 208-268 aa, com peso molecular 

de cerca de 22-29 kDa, apresentando grande variabilidade entre as diferentes 

cepas de norovírus. A região entre os aa 108 e 152 compreende o domínio de 

interação com a proteína VP1 o que está relacionado com a estabilização dos 

dímeros de VP1 e à resistência à degradação por proteases. A proteína VP2 

atuaria ainda na encapsidação do genoma viral e estabilização do RNA 

mensageiro da ORF-2, regulando os níveis de expressão da VP1 (Prasad et 

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

 



 
 

 

1.3- Diversidade genética e mecanismos de evolução dos 

norovírus  

Devido a grande diversidade genética, os norovírus são divididos em 

genogrupos (G) e genótipos (GG) baseado em um sistema de classificação 

filogenética, que utiliza o método de distância sem correção da sequência 

aminoacídica completa da proteína VP1 (ORF-2) (Zheng et al., 2006).  

Norovírus do mesmo genogrupo devem apresentar distância entre 45-

61,4% na sequência aminoacídica completa da ORF2, e vírus com distância 

entre 14,3-43,8% são agrupados em diferentes GG e de 0-14.1% agrupados 

em diferentes estirpes. De acordo com este sistema os norovírus são divididos 

em seis genogrupos (GI-GVI), sendo o sétimo proposto por Vinjé (2015), 

baseado na reclassificação de genótipos caninos GIV, em um genogrupo 

separado (Zheng et al., 2006; Vinjé, 2015).  

Somente os norovírus dos genogrupos GI, GII e GIV são capazes de 

infectar humanos e, até o momento, foram classificados nove genótipos do GI, 

22 genótipos de GII e um genótipo de GIV (Figura 4), sendo o GII de maior 

impacto epidemiológico (Kronneman et al., 2013).   

Os norovírus animais são classificados em diferentes genogrupos, sendo 

três genótipos pertencentes ao genogrupo GII (GII.11, GII.18, and GII.19) 

detectados unicamente em suínos. O genogrupo GIII inclui os genótipos que 

infectam ovinos e bovinos, enquanto que os norovírus GIV consistem de dois 

genótipos, dos quais o GIV.2 tem sido detectado em felinos e caninos. Os 

norovírus murinos estão compreendidos no genogrupo GV, o genogrupo GVI 

inclui vírus caninos e felinos e o GVII exclusivamente norovírus caninos (Green 

et al., 2013; Vinjé et al., 2015; de Graaf et al., 2017). Recentemente, alguns 

grupos de pesquisa descreveram a detecção de norovírus em morcegos, sendo 

geneticamente relacionados aos genogrupos GIV e GV (Hu et al., 2017; Kocher 

et al., 2018). 

Apesar da grande diversidade dos norovírus, durante décadas, o 

genótipo GII.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 



 
 

emergência de seis novas variantes pandêmicas deste genótipo (Siebenga et 

al., 2009; Vinjé, 2015; Parra et al., 2017).    

Em 2010, foi proposta uma nova classificação, que caracteriza diferentes 

variantes quando a diferença aminoacídica de sequencias completas da ORF-2 

for superior a 5%. (Zheng et al., 2010). De acordo com a nomenclatura 

proposta, as variantes dos norovírus devem ser nomeadas com o local de 

origem da primeira sequência completa da ORF-1 e o ano de detecção. 

Obedecendo esta norma, até o momento, oito variantes epidêmicas dos 

norovírus GII.4 foram nomeadas como: US95_96 (1995-2002); Farmington 

Hills_2002 (2002-2004), Asia_2003 (2003-2006), Hunter_2004 (2004-2006), 

Yerseke_2006ª (2006-2008), Den Haag_2006b (2006-2012), New 

Orleans_2009 (2008-2012), Sydney_2012 (Kronneman et al., 2013).  

Dois principais mecanismos de diversificação genética conduzem a 

evolução dos norovírus: as mutações pontuais e os eventos de recombinação. 

Devido à característica intrínseca à RpRd de não realizar a função de 

proofreading durante a replicação viral, a taxa de mutação dos norovírus é 

maior quando comparado a virus com genoma DNA (Zheng et al., 2010). O 

mecanismo de mutações pontuais está relacionado à rápida capacidade 

evolutiva e diversificação genética dos norovírus, associadas à frequente 

emergência de novas variantes desses vírus (Lindesmith et al., 2012; White, 

2014). O acúmulo de mutações principalmente no subdomínio P2 da proteína 

VP1, região hipervariável do genoma, origina alterações nos sítios antigênicos 

e de ligação aos receptores celulares, com implicações diretas na 

susceptibilidade do hospedeiro às infecções por norovírus (Lindesmith et al., 

2012; White, 2014).  

A recombinação constitui mais um importante mecanismo de 

emergência de novas variantes de norovírus (Bull et al., 2012).  Demonstrou-se 

que recombinantes de norovírus são gerados a partir da capacidade que a 

RdRp tem de trocar de fita molde para outra durante a replicação viral em uma 

célula co-infectada (Green, 2013). A região de junção entre as ORFs1 e 2 é o 

principal ponto de recombinação de genoma dos norovírus, que pode ocorrer 

entre vírus do mesmo genótipo ou de genótipos diferentes (White et al., 2014) 

contudo, recombinação entre as ORFs 2-3 também podem ocorrer, com menor 

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



 
 

genética através da recombinação está relacionado à interação de uma nova 

RpRd com as proteínas de capsídeo VP1 e VP2, alterando positivamente a 

eficiência na replicação viral (de Graaf et al., 2016).  O sequenciamento parcial 

da região da junção entre as ORFs 1 e 2 tem permitido a detecção dos 

norovírus recombinantes (Vinjé & Koopmans, 1996; Anderson, et al., 2001; 

Vennema et al., 2002; de Graaf et al., 2016).  

Com a crescente detecção de recombinates de norovírus GI e GII, 

Kronneman e colaboradores (2013) propuseram um sistema de nomenclatura 

para recombinantes, que inclui o genótipo da polimerase e o da VP1, como por 

exemplo: GII.P16-GII.4.  Baseado no sequenciamento completo da ORF-1, até 

o momento foram descritos pelo menos 14 tipos de polimerase GI (GI.P) e 27 

tipos de polimerase GII (GII.P) (Figura 4) (Vinjé, 2015). 



 
 

 

Figura 4: Relação filogenética da sequencia aminoacídica completa da RNA 
polimerase-RNA dependente (ORF-1) e da proteína de capsídeo VP1 (ORF-2) entre 
os diferentes genótipos de Norovírus. Adaptado de Graaf e colaboradores (2016). 



 
 

1.4- Transmissão, patogênese, manifestações clínicas e resposta 

imunológica das infecções por norovírus 

 Os norovírus são vírus altamente infecciosos e de fácil transmissão em 

viturde de fatores, tais como: baixa dose infecciosa (18 a 103 partículas virais), 

eliminação de grande concentração de partículas virais (105 a 1011 partículas 

virais/grama de fezes) por indivíduos infectados e a resistência à exposição ao 

meio ambiente (Atmar et al., 2008; Teunis et al., 2008; Lopman et al., 2012).  

São transmitidos pela rota fecal-oral, pelo contato pessoa-pessoa, 

através de aerossóis de vômito, água e alimentos contaminados. A transmissão 

pessoa-pessoa tem sido descrita como a principal forma de transmissão tanto 

em casos de surto quanto em casos esporádicos (Phillips et al., 2010; Verhoef 

et al., 2010; Lopman et al., 2012). Surtos de GA causados por norovírus são 

frequentemente descritos em ambientes confinados e com grande aglomeração 

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 (Domènech-Sánchez et al., 2009; Arvelo et al., 

2012). Em ambientes confinados, a transmissão é facilitada pelos inúmeros 

episódios de vômito associados aos indivíduos infectados por norovírus, 

gerando aerossóis que constituem uma importante via de transmissão (Lopman 

2011; Thornley et al., 2011, Godoy et al., 2016). 

O período de incubação nas infecções por norovírus pode variar de 24 a 

48 horas, com resolução dos sintomas de 12 a 72 horas, podendo durar até 6 

dias (Estes et al., 2006; Glass et al., 2009; Karst, 2010). As principais 

manifestações clínicas, que são vômito e diarreia, podem estar acompanhadas 

por náusea, dor abdominal, cefaleia, febre e mialgia (Rockx et al., 2002; Atmar 

et al., 2008; Karst, 2010). Entretanto, a taxa de indivíduos assintomáticos pode 

variar de 7 a 30%, o que representa uma importante fonte de infecção (García 

et al., 2006; Atmar et al., 2008; Ferreira et al., 2008, Huynen et al., 2013, 

Ahmed et al., 2014).  

A susceptibilidade aos norovírus é heterogênea entre os humanos, pois 

nem todos os indivíduos são igualmente susceptíveis, assim como a 

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



 
 

al., 2005). Alguns fatores estão relacionados com a patogênese e 

susceptibilidade aos norovírus, dentre elas a ligação do vírus com os antígenos 

histo-sanguíneos HBGA, o tropismo celular tecidual dependente do genótipo, a 

microbiota e a resposta imune do hospedeiro (de Graaf et al., 2016).  

HBGAs são carboidratos glicanos expressos nas superfícies celulares de 

eritrócitos e células epiteliais da mucosa e determinam o tipo sanguíneo ABO e 

o grupo do sistema Lewis, sendo encontrados na saliva e outras secreções 

corporais humanas (Le Pendu et al., 2006; Currier et al., 2015). A 

especificidade da ligação da proteína VP1 com o HBGA depende do genogrupo 

e genótipo do vírus, o que resulta em diferenças na susceptibilidade do 

indivíduo a genótipos específicos de norovírus (Lindesmith et al., 2003).  

 Estudos recentes demostram que a presença de bactérias da microbiota 

do hospedeiro pode influenciar na infecção por norovírus por vários 

mecanismos diferentes, atuando como antagonistas ou potencializadores da 

infecção viral.  Dentre esses mecanismos, as bactérias podem atuar provendo 

HBGAs adicionais para a ligação dos norovírus, influenciando a expressão 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 infecção por norovírus ocorre no intestino delgado, entretanto o 

tropismo pelo tipo celular específico não é bem definido, tendo em vista 

experimentos com VLPs (do inglês Virus-Like Particles) demonstraram que 

diferentes genótipos possuem diferentes tropismos celulares (de Graaf et al., 

2016). Em biópsias de pacientes infectados, observa-se um achatamento 

rápido e reversível das vilosidades assim como o encurtamento das 

microvilosidades, o aumento do número de células epiteliais apoptóticas no 

lúmen da superfície duodenal e o aumento de linfócitos intraepiteliais, o que 

acarreta em lesões na mucosa intestinal (Troeger et al., 2009; Schwartz et al., 

2011). O conjunto dessas alterações juntamente com a diminuição de proteínas 

das tight-junctions do epitélio, acarreta na disfunção da barreira epitelial 

permitindo o fluxo de água e íons dos capilares subepiteliais para o lúmen 

intestinal, provocando diarreia (Troeger et al., 2009). 

A náusea e o início agudo de vômito nas primeiras 24 horas de infecção 

foram associadas ao atraso no esvaziamento gástrico e ao dano nas 

vilosidades intestinais (Meeroff et al., 1980). Eventualmente, as infecções por 



 
 

norovírus podem levar ao óbito pacientes subnutridos e com desidratação 

grave, acometendo principalmente crianças menores de cinco anos e idosos 

maiores de 65 anos de idade (Mattner et al., 2006; Harris et al., 2008).  A 

eliminação viral pode ocorrer no período de quatro a oito semanas em 

indivíduos adultos infectados e a detecção viral por RT-PCR pode ocorrer até 3 

semanas após o início dos sintomas (Cheesbrough et al., 1997; Rockx et al., 

2002; Atmar et al., 2008). Em pacientes imunocomprometidos esse período 

pode durar meses ou até mesmo anos (Gallimore et al., 2004; Simon et al., 

2006; Frange et al., 2012). A eliminação viral de forma crônica, em pacientes 

imunocomprometidos ou não, aumentam a diversidade viral intra-hospedeiro 

além de elevarem os riscos de transmissão e contaminações nosocomiais 

(Sukhrie et al., 2010; Wingfield et al., 2010; Bull et al., 2012). 

Infecções por norovírus levam à produção de IgM com pico de 

concentração duas semanas após a infecção, porém não é um indicativo de 

infecção primária tendo em vista sua deteção em infecções secundárias 

(Scipioni et al., 2008). A produção de IgG e IgA vírus específicos ocorre uma 

semana após a infecção, com pico de concentração de linfócitos B de memória 

duas semanas depois. Estudos demonstraram que a IgM possui curta durção, 

assim como a IgA, enquanto que a IgG persiste por meses, até anos após a 

infecção (Graham et al., 1994; Brinker et al., 1999; Lindesmith et al., 2005). IgA 

e IgG preexistentes no soro, assim como altas concentrações de linfócitos B de 

memória, foram relacionados com a proteção contra GA e diminuição da 

gravidade da doença (Swanstrom et al, 2014). Anticorpos séricos da classe IgG 

contra norovírus são genogrupo-específicos, embora seja observada 

reatividade cruzada intergenótipos pelo cruzamento da resposta contra estirpes 

heterólogas dentro do mesmo genótipo (Rockx et al., 2005; Cannon et al., 

2009; Reeck et al., 2010; Lindesmith et al., 2010, 2011). Anticorpos maternos 

foram associados à proteção de crianças contra infecções por norovírus, que 

depois passam a produzir anticorpos com capacidade protetora (Ramani et al., 

2015). Foi evidenciado ainda que há um aumento significativo de interferon 

gama (IFN-γ) e interleucina 2 (IL-2), aumentando a ativação de macrófagos e 

anticorpos da classe IgG que favorecem a opsonização (Lindesmith et al., 

2005).  

 



 
 

 

1.5- Diagnóstico Laboratorial 

A IME (imuno microscopia eletrênica) e a microscopia eletrônica direta 

foram as primeiras técnicas utilizadas na detecção dos norovírus. Entretanto, 

tratam-se de técnicas custosas e de baixa sensibilidade (106 partículas 

virais/grama de fezes) que, associados a vasta diversidade dos norovírus e a 

dificuldade de se obter anticorpos específicos, não são aplicáveis no 

diagnóstico de rotina ou estudos epidemiológicos (Atmar & Estes, 2001).  

Para aplicação em estudos de soroprevalência, técnicas imunológicas 

foram desenvolvidas como alternativa à IME como a técnica hemaglutinação 

por imunoaderência (IAHA), radiomunoensaio (RIE) e ensaios 

imunoenzimáticos (EIE), que permitiam detectar antígenos e anticorpos anti-

norovírus. Contudo, por não serem propagáveis em cultivos celulares, a 

produção de anticorpos para norovírus sempre foi um obstáculo no 

desenvolvimento de técnicas imunológicas (Greenberg & Kapikian, 1978; 

Kapikian et al., 1978; Atmar &Estes, 2001). 

 Após a caracterização molecular do genoma dos norovírus, Jiang e 

colaboradores (1992) clonaram o genoma desses vírus e desenvolveram um 

sistema de expressão da proteína de capsídeo VP1, utilizando baculovírus 

como vetor de expressão, gerando VLPs, constituídas por um capsídeo 

morfológica e antigenicamente similar as partículas virais, porém sem a 

presença do genoma viral em seu interior (Jiang et al., 1992). As VLPs 

possibilitaram a produção de anticorpos poli e monoclonias pela imunização de 

diferentes animais, assim como também podiam ser utilizadas como antígenos 

em testes imunoenzimáticos de ELISA (do inglês Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay). As VLPs tornaram os testes de ELISA mais sensíveis e 

mais específicos, tendo em vista que não apresentavam reatividade cruzada 

com outros vírus gastroentéricos. Ainda assim, o uso da técnica continuou 

limitado devido à grande diversidade antigênica dos norovírus, pois o uso de 

diferentes VLPs simultaneamente acarretam resultados falso negativos 

(Lopman et al., 2002). Embora sua sensibilidade seja questionável e não possa 

identificar os genótipos dos norovírus, em casos de surtos, os ensaios 

imunoenzimaticos ainda podem ser utilizados como teste de triagem, 



 
 

combinados com outros testes mais sensíveis e específicos como os testes 

moleculares, podem fornecer resultados mais rápidos 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 são amplamente utilizadas no 

diagnóstico e caracterização dos norovírus por apresentarem maior 

sensibilidade e especificidade. Na década de 90, foi desenvolvida uma RT-PCR 

qualitativo ou convencional, tendo como alvo uma pequena região conservada 

no gene da RpRd, localizada na extremidade 3’ da ORF-1 (regiões A e B) 

(Vinjé et al., 1996, Beuret et al., 2002, Boxman et al., 2006, La Rosa et al., 

2007). Entretanto, o uso dessa região não permitia a genotipagem, sendo 

utilizada somente para detecção dos norovírus.   

Com a disponibilidade de sequencias genômicas dos norovírus em 

banco de dados públicos, novas técnicas foram desenvolvidas para regiões 

mais variáveis do genoma viral, tendo em vista a necessidade de genotipagem 

dos vírus circulantes. Com esta finalidade, iniciadores desenhados para as 

diferentes regiões da proteína VP1, permitiam a genotipagem através das 

sequencias amplificadas, já que o gene completo da ORF-2 é utilizado como 

padrão para a caracterização molecular e estudos filogenéticos dos norovírus 

(Zheng et al., 2006; Vinje, 2015). Iniciadores desenvolvidos para as 

extremidades 5’ (regiões C e E) e 3’ da ORF2 (região D) se mostraram 

sensíveis e específicos, permitindo a caracterização molecular dos norovírus 

em genogrupo e em genótipos (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 à RT-PCR convencional. É 

uma técnica molecular mais vantajosa que utiliza iniciadores e sondas 

específicas, reduzindo manipulação do produto de PCR, dispensado o uso de 

gel de agarose, diminuindo o risco de contaminação assim como o tempo e 

custos dispendidos na técnica, além de permitir a quantificação das partículas 

virais (Kageyama et al., 2003). Inicialmente, a qRT-PCR foi desenvolvida para 

a detecção dos norovírus GI e GII separadamente, tendo como alvo a região de 

junção entre as ORFs 1 e 2, que é considerada a região mais conservada do 

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



 
 

desenvolvidos, permitindo a detecção e quantificação simultânea dos norovírus 

GI e GII em uma reação 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 é menor quando comparada ao ensaio monoplex 

(Schultz et al., 2011). 

Nos últimos anos, a técnica de qRT-PCR tem sido utilizada em todas as 

partes do mundo como padrão ouro para uma detecção rápida e sensível dos 

norovírus em amostras clínicas de fezes, vômito e sangue, bem como em 

amostras de alimentos, água e ambiente (Vinjé, 2015). Atualmente, grande 

parte dos laboratórios têm utilizado a técnica de One-step qRT-PCR, em que a 

transcrição reversa e a amplificação do DNA complementar (cDNA) são 

realizadas em uma só reação, reduzindo a manipulação das amostras, 

tornando o ensaio ainda mais rápido e com menor risco de contaminação.  

O sequenciamento nucleotídico das ORFs 1 e 2 tem sido de grande 

importância na detecção e caracterização dos norovírus recombinantes, 

utilizando a combinação de iniciadores que tem como alvo a região de junção 

destas regiões (Vinje & Koopmans, 1996; Beuret et al., 2002; Kojima et al., 

2002).    

Grandes avanços nos estudos de evolução genética e antigência dos 

norovírus têm sido obtidos pelo sequenciamento do genoma completo. 

Protocolos que permitem a amplificação das ORFs 1, 2 e 3 de diferentes 

genótipos foram descritos, auxiliando na investigação da relação genética de 

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

 

1.6- Epidemiologia 

Os norovírus são os principais agentes causadores de surtos e casos 

esporádicos de GA não-bacteriana, acometendo indivíduos de todas as faixas 

etárias, disseminado globalmente. Estimativas indicam que as infecções por 

norovírus ocasionam 70.000 a 200.000 mortes anualmente em todo o mundo e 

que sua prevalência em casos de GA é de cerca de 18%, associados a 14% 

das hospitalizações de crianças menores de 5 anos de idade (Patel et al., 

2008; Ahmed et al., 2014). Apesar disso, GA grave é descrita com maior 

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



 
 

número de casos de morte causadas por norovírus (Hall et al., 2011; Ahmed et 

al., 2014). Somente nos Estados Unidos, estima-se que os norovírus causem 

de 570 a 800 mortes, 56.000-71.000 hospitalizações, 400.000 atendimentos 

emergenciais e 1.9 milhões de atendimentos ambulatoriais por ano (Hall et al, 

2013). O número de hospitalizações em países em desenvolvimento chega a 

um milhão de casos e o número de mortes em crianças menores de cinco anos 

alcança 200.000 todo ano (Patel, et al., 2008; Ahmed et al, 2014).  

O padrão de sazonalidade das infecções por norovírus ainda não é bem 

estabelecido, ocorrendo casos de GA causada por esses vírus praticamente o 

ano inteiro. Apesar disso, em países de clima temperado picos de detecção 

dos norovírus têm sido identificados com maior frequência no inverno e em 

períodos 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, não há 

um padrão 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 vigilância dos 

norovírus, CaliciNet e NoroNet, demonstraram que a forma de transmissão dos 

norovírus pode estar relacionada com as diferentes cepas desses vírus. O 

genótipo GII.4 prevalente durante décadas, está associado frequentemente à 

transmissão por contato pessoa-pessoa, enquanto que genótipos como GI.3, 

GI.6, GI.7, GII.3, GII.6 e GII.12, estão mais frequentemente associados à 

transmissão alimentar (Verhoef et al., 2015; de Graaf et al., 2016).  Genótipos 

do genogrupo GI são relacionados com grande frequência à transmissão 

através da água, o que pode estar associado à maior estabilidade dos 

norovírus GI na água quando comparados aos norovírus GII (Lysen et al., 

2009; de Graaf et al., 2016).  

A Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que os norovírus sejam 

a principal causa de surtos de GA de transmissão alimentar, causando 125 

milhões de casos em todo o mundo (Kirk et al., 2015). Somente nos Estados 

Unidos, estima-se que ocorram cerca de 21 milhões de casos de GA causadas 

por norovírus por ano e cerca de um quarto dos mesmos são atribuídos a 

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



 
 

Desde meados da década de 90, os norovírus GII.4 têm sido associados 

a maioria dos casos de surtos e casos esporádicos de GA em todo o mundo 

(Siebenga et al., 2009, Cannon et al., 2017). Epidemias e pandemias 

associadas a este genótipo, somam mais de 80% das infecções por norovírus 

nas últimas décadas (Siebenga et al, 2009; White, 2014). A partir do ano de 

2002 emergência de novas variantes desse genótipo a cada 2-3 anos, resultou 

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

 

1.6.1 - Epidemiologia do genótipo GII.17 

Durante o inverno asiático de 2014-2015, um expressivo aumento no 

número de surtos de GA foi descrito e, foi associado à emergência de uma 

nova variante do genótipo GII.17, denominada GII.P17-GII.17 Kawasaki_2014, 

causando o aumento da prevalência dos norovírus em casos de GA, 

substituindo a variante circulante de GII.4 (Chan et al., 2015, de Graaf et al., 

2016, Matsushima et al, 2015; Lu et al., 2016).  

Análises filogenéticas do genótipo GII.17 demonstraram que, antes do 

ano de 2013, as cepas dos norovírus GII.17 evoluíram muito lentamente ao 

longo de 37 anos, sendo considerado um vírus de padrão evolutivo estático 

(Parra et al., 2017). Entretanto, a partir do ano de 2013, o padrão evolutivo 

desse genótipo alterou com a emergência da variante pré-epidêmica que 

circulou nos anos de 2013-2014, seguida pela diversificação em uma nova 

variante epidêmica que circulou nos anos de 2014-2015 (Chan et al., 2015; Lu 

et al., 2016; Ji et al., 2018). Como resultado de mutações pontuais, a variante 

Kawasaki_2014 se diversificou em duas linhagens diferentes em um período 

inferior a dois anos. Este padrão se diferencia do padrão de emergência das 

variantes de GII.4 que são substituídas por novas variantes a cada 3-8 anos 

(de Graaf et al., 2016; Parra et al., 2017).  

Especula-se que a aquisição de uma nova polimerase pelo evento de 

recombinação que originou a nova variante Kawasaki_2014, possa ter papel 

importante no novo padrão evolutivo destes vírus (Chan et al., 2015; Lu et al., 

2015, 2016; Parra et al., 2017). A evolução rápida desse genótipo permitiu que 

esses vírus pudessem evadir facilmente o sistema imune da população 



 
 

vulnerável, o que explica a sua prevalência e associação na maioria de casos 

de surtos de GA na Ásia (Chan et al., 2015; Lindesmith et al., 2017).  

Após causar surtos na Ásia, a nova variante Kawasaki_2014 logo se 

disseminou, sendo detectada na Europa, América, Austrália e Nova Zelândia 

(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 

responsável por 10,4% dos surtos de GA no período de 2015-2016 (Cannon et 

al., 2017). Recentemente, esses vírus foram detectados com prevalência de 

85% em um surto de GA em uma universidade Chinesa, associados a 

transmissão pessoa-pessoa (Huang et al., 2017). Ainda na China, na província 

de Guandong, o norovírus GII.17 Kawasaki_2014 representou 83% dos surtos 

de GA ocorridos durante o período de 2014-2015 (Lu et al., 2015). Na Austrália, 

a variante emergente foi detectada em amostras de surto de GA em unidades 

de saúde no período de 2014-2015 (Brugink et al., 2017). Um estudo conduzido 

na Itália, descreveu a detecção dessa variante, sugerindo um aumento da 

circulação do genótipo GII.17 entre pacientes pediátricos no inverno de 2015-

2016. (Giammanco et al., 2017). Um surto de origem alimentar, ocorrido em um 

acampamento militar na França, foi associado a contaminação por um 

preparador de alimentos e acometeu cerca de 35% dos indivíduos levando ao 

cancelamento de uma missão por falta de pessoal (Sanchez et al., 2017). Na 

América Latina, essa variante foi detectada em um caso esporádico de GA uma 

criança menor de 3 anos de idade que apresentou grande número de episódios 

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

 

1.7- Norovírus no Brasil 

A primeira descrição dos norovírus no Brasil foi em amostras fecais de 

pacientes pediátricos sintomáticos e assintomáticos do estado de São Paulo, 

coletadas no período de 1987 a 1988 (Timenetsky et al., 1993). Estudos de 

soroprevalência em comunidades carentes indígenas e carentes localizadas na 

região nordeste, demonstraram presença de anticorpos anti-norovírus em 

prevalência de 36 a 100% (Gabbay et al., 1994; Talal et al., 2000). Dados 

epidemiológicos dos norovírus demonstram a importância desses vírus em 

surtos e casos esporádicos de GA com taxas de prevalências 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; Aragão et al., 

2013). Alta prevalência dos norovírus em casos de GA também foi 

demonstrada em estudos conduzidos em diversas regiões do país, 

apresentando frequências de detecção 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 norovírus é relatada por inúmeros grupos de 

pesquisa brasileiros, com prevalência do genogrupo GII, principalmente do 

genótipo GII.4 (Barreira et al., 2010; Fioretti et al., 2011; Ferreira et al., 2012; 

Aragão et al., 2013). Na região sul do país os norovírus foram responsáveis por 

44% dos surtos de GA, com detecção de 12 genótipos diferentes, sendo 72% 

dos surtos caracterizados associados ao NoV GII.4. O mesmo estudo revelou a 

circulação de cinco variantes diferentes do genótipo GII.4 em um período de 

oito anos (Andrade et al., 2014). Além disso, a circulação dos norovírus GII.4 

em alta frequência (55%) durante o período de cinco anos em diferentes 

estados do Brasil já foi reportada (Fioretti et al., 2011). Em outra investigação 

epidemiológica, foram caracterizadas seis diferentes variantes do genótipo 

GII.4 circulando no período entre 2004-2012 (Fioretti et al., 2014). 

 Apesar da predominância do genótipo GII.4, estudos têm descrito a co-

circulação deste genótipo com recombinantes de norovírus no Brasil 

(Hernandez et al., 2016; Barreira et al., 2017; Godim et al, 2018). 

Recentemente na Amazônia, o genótipo GII.17 foi caracterizado como 

recombinante em associação com GII.P13-GII.17 (Hernandez et al., 2016). 

A variante emergente GII.17 Kawasaki_2014 foi detectada em pacientes 

pediátricos internados, na região norte do país, e co-circularam com o 

recombinante GII.Pe-GII.4 Sydney, no entanto sua prevalência foi maior, com 

frequência de cerca de 38%, frequência nunca descrita anteriormente para este 

genótipo (Silva et al., 2016). Barreira e colaboradores também detectaram a 

nova variante GII.P17-GII.17 na região sudeste no ano de 2016, com 

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

 

 

 



 
 

1.8- Vigilância, Prevenção e Controle  

 As ferramentas de vigilância eletrônica possibilitam a obtenção de 

dados epidemiológicos e moleculares de casos de surtos e casos esporádicos 

causados por norovírus, permitindo o melhor entendimento do impacto desses 

vírus na saúde pública, além de fornecer informações importantes sobre a 

circulação de genótipos e variantes, essenciais para o desenvolvimento de uma 

vacina. 

Pesquisadores e equipes de saúde pública na Europa, Ásia, Oceania e 

África têm contribuído sistematicamente com informações sobre a 

epidemiologia molecular dos norovírus desde de 2005 (Green, 2018). Três 

redes de vigilância molecular desses vírus estão interligadas nesse sistema de 

vigilância eletrônica: CaliciNet dos Estados Unidos, a rede de vigilância da 

Austrália e Nova Zelândia e a rede Food-borne Viruses in Europe (FBVE).  

Criada e coordenada pelo CDC (do inglês Centers for Disease Control), 

a rede CaliciNet promove a integração entre laboratórios públicos dos Estados 

Unidos, com o objetivo de elucidar surtos pela identificação do modo de 

transmissão, evolução do surto e identificação de variantes (CDC, 2011). Ainda 

nos Estados Unidos, a rede NORS (do inglês National Outbreak Reporting 

System) fornece um sistema nacional integrado de vigilância de surtos de 

doenças entéricas de transmissão hídrica, doenças por transmissão alimentar, 

por contato com animais ou contato pessoa-pessoa (NORS, 2018). 

A rede NoroNet é a continuação da rede FBVE, uma rede de virologistas 

e epidemiologistas de 13 países europeus que foi criada com o objetivo de 

compartilhar dados de vigilância epidemiológica sobre infecções virais, 

concentrando-se principalmente nos norovírus (Duizer et al, 2008). 

Surtos de GA causados por norovírus podem ser interrompidos pela 

identificação do seu modo de transmissão e adoção de medidas de controle 

adequadas. Uma das medidas primárias na prevenção e controle da 

disseminação dos norovírus é a higiene adequada das mãos com água 

corrente e sabão por no mínimo 20 segundos. Soluções desinfetantes como 

álcool 70% e álcool em gel podem ser utilizados, mas não devem substituir a 

lavagem das mãos. É recomendado o afastamento de trabalhadores que 

estejam infectados por até 48 horas após a resolução dos sintomas, 

principalmente aqueles que manipulam alimentos e aqueles que trabalham em 



 
 

unidades de saúde (MacCannell et al., 2011; CDC, 2011). Alimentos que são 

consumidos crus, como frutas e legumes e hortaliças devem ser lavados. 

Recomenda-se não ingerir ostras ou moluscos filtradores sem prévio cozimento 

(CDC, 2011). Com a finalidade de interromper a transmissão e evitar a 

exposição de indivíduos susceptíveis após um surto ou epidemia de GA 

causados por norovírus, deve-se interromper o funcionamento de 

estabelecimentos como restaurantes, escolas, asilos, navios de cruzeiro, 

resorts e acampamentos (Patel et al., 2009).  

Em unidades de saúde, pacientes sintomáticos apresentando vômito e 

diarreia devem ser isolados até 48 horas após a resolução dos sintomas com o 

objetivo de evitar a transmissão nosocomial e surtos de GA em ambientes 

hospitalares (McCall & Smithson 2002; Cooper & Blamey, 2005).  Precauções 

com pacientes infectados por NoV devem ser aumentadas pelos profissionais 

de saúde, evitando o trânsito entre áreas clínicas e contato com pacientes 

imunocomprometidos, assim como devem intensificar a higiene frequente das 

mãos e utilização de EPIs (Equipamentos de Proteção Individual). Em hospitais 

e unidades de saúde as superfícies, equipamentos e fômites devem ser 

desinfetados periodicamente com produtos que possuam atividade contra NoV 

(CDC, 2011), conforme disponibilizado pela EPA (do inglês Environmental 

Pretection Agency) (EPA, 2018).  

As roupas, lençóis, toalhas e uniformes contaminados devem ser 

lavados prontamente em água quente, acima de 60ºC ou com solução de 

hipoclorito (5-25%) (CDC, 2011). A solução de hipoclorito na concentração de 

1.000-5.000 partes por milhão (ppm) (diluição de 1:50–1:10 do hipoclorito 

doméstico) é o desinfetante preferencial utilizado na descontaminação de 

superfícies e objetos, que devem ser expostos à solução durante tempo 

apropriado (Barker et al., 2004; MacCannell et al., 2011; EPA, 2018). 

Quartenários de amônio foram descritos como compostos utilizados na 

descontaminação de superfície, entretanto sua eficácia é menor quando 

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

 

 

 

 



 
 

1.8.1- Vacinas  

Vacinas bivalentes baseadas em VLPs têm demonstrado resultados 

promissores em animais e humanos, sugerindo que a estratégia de vacina 

multivalente pode induzir a produção de anticorpos neutralizantes de ampla 

cobertura contra diferentes cepas de norovírus (Debbink et al., 2014; Cortes-

Penfield et al., 2018). Apesar dos resultados promissores, muitas questões 

precisam ser melhor elucidadas, como a relação entre a resposta imune do 

hospedeiro e proteção contra a infecção, duração da proteção vacinal e 

eficiência da proteção heterotípica contra cepas antigenicamente distintas, 

principalmente devido à grande diversidade genética e antigênica originada 

pela contínua evolução dos norovírus (Bányai et al., 2018; Cortes-Penfield et 

al., 2018).  

Dois grupos estão desenvolvendo vacinas candidatas contra os 

norovírus, baseadas em VLPs. Um grupo utiliza VLPs do genótipo GI.1 e VLPs 

com a sequência consenso de diversas variantes diferentes GII.4, desenvolvida 

pela Farmacêutica Takeda, anteriormente administrada via intranasal, hoje é 

administrada via intramuscular e se encontra na fase II de ensaios clínicos em 

humanos.  O outro grupo, ainda em fase de ensaios pré-clínicos, utiliza VLPs 

de GI.3 e GII.4 no desenvolvimento de uma vacina intramuscular ou 

intradermal (Debbink et al., 2014; Cortes-Penfield et al., 2018).  

Outras duas estratégias se baseiam na expressão da proteína VP1 em 

vetores recombinantes de adenovírus do tipo 5. A vacina desenvolvida pela 

farmacêutica Vaxart utiliza a sequência de norovírus GI.1, apresentando a via 

de administração oral e se encontra na fase I de ensaios clínicos, enquanto que 

o segundo grupo asiático do Centro de Controle e Prevenção de Doenças da 

China, utiliza sequência de norovírus GII.4 no desenvolvimento de uma vacina 

intranasal (Guo et al., 2008, Cortes-Penfield et al., 2018).  

Com uma abordagem diferente, um grupo está desenvolvendo uma 

vacina intranasal baseada em partíciulas P do genótipo GII.4, contudo ainda 

está em fase pré-clínica (Tan et al., 2008). Estudos que analisaram a eficácia 

da vacina bivalente com VLPs GI.1 e GII.4 demonstraram que a imunização 

induziu a produção de anticorpos com ampla atividade contra os norovírus 

GII.4, incluindo novas variantes não incluídas na sequencia consenso 

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



 
 

GI.1 e GII.4 administrada intramuscularmente, apresentaram redução na 

gravidade da GA quando desafiados posteriormente com norovírus GII.4 

(Bernstein et al., 2015). 

Estudos epidemiológicos e de variação genética e antigênica dos 

norovírus contribuem com dados importantes para a formulação e melhorias 

necessárias no desenvolvimento de uma vacina contra os norovírus.  

  



 
 

2- Relevância 

Os norovírus apresentam rápida capacidade evolutiva diversificando-se, 

sobretudo, pela ocorrência de mutações pontuais e eventos de recombinação 

(Chan et al., 2015; Cuevas et al., 2016; de Graaf et al., 2016, Parra et al., 

2017). A variação antigênica provocada por mutações, principalmente nos 

cinco epitopos (I-V) presentes na região hipervariável do subdomínio P2, 

contribui para a diversificação dos norovírus (Siebenga et al., 2009; Lindesmith 

et al., 2011, 2012). A recombinação intra e intergenotípica, principalmente entre 

as ORFs 1 e 2, constitui outro importante mecanismo de diversificação, 

associado à emergência 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, GII.4 tem sido o genótipo 

prevalente em todo o mundo, sendo responsável por inúmeros 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 genótipo GII.17 (GIIP.17-

GII.17 Kawasaki_2014) foi detectada como a principal causadora de surtos de 

GA em diversos países da Ásia, substituindo a variante circulante de GII.4 

(Chan et al., 2015, Matsushima et al., 2015, Lu et al., 2016).  

No Brasil, diversos estudos têm demonstrado a diversidade genética dos 

norovírus circulantes, sendo GII.4 o genótipo mais prevalentemente 

encontrado, inclusive com variantes distintas (Barreira et al., 2010, Fioretti et 

al., 2011; Aragão et al., 2013; Andrade et al., 2014). Norovírus recombinantes 

também foram descritos em estudos epidemiológicos conduzidos nas regiões 

sudeste, norte e nordeste (Castilho et al., 2006; Fioretti et al., 2011; Ferreira et 

al., 2012; Aragão et al., 2013; Hernandez et al., 2016).  O norovírus GII.17 foi 

detectado em baixa prevalência no país, em diversos estudos conduzidos em 

anos anteriores ao surgimento da nova variante GIIP.17-GII.17 Kawasaki_2014 

(Fioretti et al., 2011; Ferreira et al., 2012; Andrade et al., 2014; Aragão et al., 

2013). Quando detectados, esses vírus foram frequentemente caracterizados 

como recombinantes: GII.Pe-GII.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 têm sido responsáveis pela dispersão 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 última década, o crescimento na temporada de navios de cruzeiros, assim 

como realização de grandes eventos, tais como a Copa do Mundo (2014) e 

Olimpíadas (2016) incrementou a entrada de turistas no país possibilitando a 

introdução de novos vírus em uma população imunologicamente susceptível.  

O monitoramento da emergência de novas variantes e recombinantes é 

uma ferramenta essencial na saúde pública. Deste modo, a constante vigilância 

dos norovírus se mostra essencial no fornecimento de dados sobre distribuição 

geográfica, temporal, dispersão e prevalência.  As análises genômica e 

evolutiva desses vírus são relevantes para conhecimento da relação genética 

com outras variantes e genótipos, provendo melhor entendimento do efeito da 

diversidade dos vírus circulantes e sua prevalência na população, assim como 

sua relação em casos de surtos.  

Considerando o cenário epidemiológico dos norovírus, a busca para o 

desenvolvimento de uma vacina eficaz é crescente, tornando-se fundamental o 

conhecimento prévio das variantes epidêmicas, pelo monitoramento dos 

genótipos circulantes. Até o momento, nenhum estudo genético e evolutivo foi 

conduzido no Brasil levando em consideração o genoma completo dos 

norovírus.  

  



 
 

3- Objetivos 

 

3.1- Objetivo geral 

Realizar vigilância dos norovírus em casos de GA ocorridos em 

diferentes regiões do Brasil, no período de 2004 a 2016, pela detecção e 

caracterização molecular de recombinantes e variantes emergentes. 

 

3.2- Objetivos específicos 

1. Investigar a circulação de recombinantes de norovírus GII em 

amostras provenientes de surtos de GA caracterizados como não-

GII.4 entre 2004 e 2011 na região Sul do Brasil; 

2. Caracterizar a introdução da variante emergente GII.P17-GII-17 

Kawasaki_2014 no Brasil em 2015 por estudos filogenéticos e de 

filogeografia;  

3. Investigar a associação da variante GII.17 Kawasaki_2014 ao surto 

de GA de transmissão alimentar ocorrido em 2016; 

4. Realizar a caracterização molecular baseada no genoma completo 

das cepas brasileiras da nova variante, comparando as alterações 

genéticas das ORFs1-3 e antigênicas do subdomínio P2 da proteína 

VP1. 

  



 
 

4- Resultados 

Os resultados deste trabalho de tese são apresentados em forma de 

manuscritos publicados e submetido à publicação. 

 

4.1- Artigo1: Norovírus 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 

GII.P17/GII.17 Norovirus in Brazil, 2015. Publicado na revista Infection, 

Genetics and Evolution.  

4.3- Artigo 3: Norovirus GII.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-GII.17 detected in Brazil. Submetido à publicação na 

revista Viruses.  

  



 
 

4.1-  Norovírus Recombinant strains isolated from gastroenteritis 

outbreaks in Southern Brazil, 2004-2011  

 

 

 

Objetivo:  

- 1. Investigar a circulação de recombinantes de norovírus do genogrupo GII 

em amostras provenientes de surtos de GA caracterizados como não-GII.4 

entre 2004 e 2011; 

 



 
 



 
 

 



 
 

 



 
 



 
 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

4.2- Detection and molecular characterization of emergent 

GII.P17/GII.17 Norovirus in Brazil, 2015 

 

 

Objetivo:  

-2. Caracterizar a introdução da variante emergente do genótipo GII.P17-GII-

17 Kawasaki_2014 no Brasil em 2015 por estudos filogenéticos e de 

filogeografia;  

 

 

 

 

  



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 



 
 

4.3- Norovirus GII.17 Associated with a Foodborne Acute Gastroenteritis 

Outbreak in Brazil, 2016 

 

Objetivo: 

- 3. Investigar a associação da variante GII.17 Kawasaki_2014 ao surto de GA 

de transmissão alimentar ocorrido em 2016; 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

  

4.4- Molecular analysis of complete nucleotide sequences of norovirus 

GIIP.17-GII.17 detected in Brazil. 

Objetivo: 

-4. Realizar a caracterização molecular baseada no genoma completo das 

cepas brasileiras da nova variante, com a análise de alterações aminoacídicas 

presentes nos epítopos antigênicos localizados no subdomínio P2 da proteína 

VP1 e comparar diferenças genéticas e antigênicas (ORFs1, 2 e 3) das cepas 

brasileiras.   



 
 

 



 
 

 



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 



 
 



 
 

 



 
 

 



 
 

  



 
 

  



 
 

 



 
 

  



 
 

 



 
 

  



 
 

 



 
 

  



 
 

 



 
 

5- Discussão 

Visando contribuir para os estudos de norovírus no país, esta tese teve 

como objetivo realizar vigilância epidemiológica de recombinantes e variantes 

destes vírus, buscando demonstrar o impacto da introdução e circulação de 

vírus emergentes em surtos e casos esporádicos de GA. O resultado desta 

investigação gerou quatro artigos científicos que contribuíram com dados 

originais referentes a caracterização de recombinantes de norovírus não-GII.4 

associados a surtos ocorridos no sul do país (Item 5.1) e dados sobre a 

primeira detecção da variante GII.P17 - GII.17 Kawasaki_2014 no Brasil, com 

ênfase em estudos de filogenia, relógio molecular, associação à surto de 

origem alimentar e análise de sequencias do genoma completo (itens 5.2 a 

5.4). 

 

 5.1- Detecção e caracterização de norovírus recombinantes 

isolados de surtos de gastroenterite aguda na região sul do Brasil, 

no período de 2004 a 2011 (Artigo 1) 

Em um estudo prévio (Andrade et al., 2004) realizado durante o período 

de 2004 a 2011 no estado do Rio Grande do Sul (RS), região de fronteira 

com três países, a detecção e caracterização molecular de uma grande 

diversidade de genótipos de norovírus não-GII.4 em casos de surto de GA 

ressaltou para a possibilidade de se tratarem de vírus recombinantes,  tendo 

em vista  os diversos estudos que demonstraram a caracterização de 

diferentes recombinantes intergenotípicos entre norovírus (Vinje et al., 1996; 

Vennema et al., 2002;  White, 2014). 

Neste contexto, o genoma destes vírus foi sequenciado parcialmente e 

demonstrou-se a alta prevalência de recombinantes de norovírus associados 

a surtos de GA no sul do país. A caracterização de recombinantes em mais 

de 80% das cepas de norovírus não-GII.4 detectados nesse estudo enfatiza a 

importância da caracterização combinada de ambas regiões, ORF-1 e ORF-2 

nos estudos de vigilância, uma vez que, conforme mencionado anteriormente, 

a recombinação entre os norovírus ocorre principalmente próximo ou dentro 

da região de sobreposição entre as ORFs 1 e 2 (Bull et al., 2005; Eden et al., 

2013).  



 
 

Este estudo demonstrou a alta diversidade de norovírus recombinantes 

circulantes na região sul do Brasil no período de 2004 a 2011, com a 

caracterização de oito recombinantes diferentes, representando a maior 

porcentagem dos norovírus não-GII.4 (85%), tendo em vista que os dados 

sobre prevalência 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 os genótipos 

GII. 6 e GII.7 não apresentaram recombinação dentre todos os genótipos não 

GII.4 caracterizados (Lim et al., 2013). 

O recombinante GII.P7-GII.6 foi o prevalente entre os caracterizados, 

sendo também o detectado por maior período em circulação (2004-2010). Na 

América Latina o recombinante GII.P7-GII.6 foi descrito nos anos de 2011-

2012 em amostras de diarreia e vômito de pacientes uruguaios (Fajardo et al., 

2014). A análise nucleotídica entre as cepas brasileiras e uruguaias 

demonstraram alta similaridade (93-97%), indicando a circulação do mesmo 

vírus recombinante nos dois países, o que pode ser explicado pela 

localização geográfica de fronteira entre o estado do Rio Grande do Sul e o 

Uruguai. No Brasil, o genótipo GII.7 foi detectado em 2008 em crianças de 

uma comunidade afrodescendente assentada na região norte do país, 

caracterizados como recombinantes GII.7-GII.20 (Fumian et al., 2012). 

Recentemente, também na região norte, o norovírus recombinante 

GII.P7.GII.6 foi detectado co-circulando com outros recombinantes em 

pacientes pediátricos (Hernandez., 2016).  

Em 2012, a emergência da variante epidêmica GII.4 Sydney_2012 como 

o vírus recombinante GII.Pe-GII.4 Sydney foi descrito como principal 

responsável pelo aumento da atividade dos norovírus, causando epidemias 

em diversos países, incluindo Austrália, Nova Zelândia, França, Portugal, 

Japão, China e Estados Unidos (Eden et al., 2013, van Beek et al., 2013, 

Chan et al., 2013, CDC et al., 2013, Lopes-João, et al., 2018). Um estudo 

recente demonstrou que este recombinante não só aumentou o número de 

casos de GA como também foi o prevalente, com cerca de 51,4% de todas as 

variantes de GII.4 no período de 2005-2016, em todo o mundo (van Beek et 

al., 2018). 



 
 

 A circulação de diversos norovírus recombinantes no Brasil demonstra 

a habilidade desses vírus em dispersar e causar surtos de GA. A grande 

diversidade e frequência dos norovírus recombinantes circulantes no país, 

reforça a importância da manutenção de uma vigilância epidemiológica 

constante dos norovirus. Do mesmo modo, redes de vigilância internacionais 

que sejam conectadas com o intuito de que informações como prevalência, 

diversidade e dispersão desses vírus sejam compartilhadas com maior 

rapidez e eficiência. Recombinações intra e intergenotípicas conferem um 

benefício maior no que diz respeito ao fitness viral e a dinâmica das infecções 

por norovírus, permitindo o escape viral do sistema imune da população 

susceptível, se dispersando com maior eficiência, resultando em uma 

incidência maior das infecções por norovírus em casos de GA, o que tem 

implicações diretas no desenvolvimento de uma vacina eficaz (Lindesmith et 

al., 2017; Cortez-Penfield et al., 2017).  

 

 

5.2- Detecção e caracterização molecular de norovírus GII.P17-GII.17 

Kawasaki_2014 emergente no Brasil, 2015  

 

5.2.1- Estudo filogenético (ORF 2), análise de relógio molecular e 

filogeografia de isolados brasileiros (Artigo 2) 

Com o objetivo de estudar a relação filogenética, realizar análises de 

relógio molecular, estimar introdução e origem, seis isolados do norovírus 

emergente GII.P17-GII.17 Kawasaki_2014 detectados no Brasil no ano de 

2015, foram submetidos ao sequenciamento nucleotídico do gene completo 

da VP1 (ORF-2). No período de maio a setembro de 2015, os norovírus GII 

foram detectados em uma prevalência de 28% de todas as amostras de GA 

recebidas no LVCA para diagnóstico. A alta prevalência dos norovírus 

demonstrada neste estudo corrobora estudos prévios conduzidos no Brasil, 

embora supere as estimativas de prevalência mundial das infecções por 

norovírus (Ferreira et al., 2010, 2012; Fioretti et al., 2012; Aragão et al., 2013; 

Ahmed et al., 2014)  

 Os isolados brasileiros agruparam no subcluster C-II, onde estão 

representadas as cepas mais recentes da variante Kawasaki_2014, 



 
 

detectadas na China, Hong Kong em 2014 e 2015, além de cepas 

provenientes de países não asiáticos como Itália e Estados Unidos. A 

carcaterização desses vírus em amostras do ano de 2015 evidencia a rapidez 

na dispersão dessa nova variante que, primeiramente foi detectada causando 

surtos de GA na Ásia 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, são geneticamente 

distintas e agruparam nos clusters A e B onde estavam representadas cepas 

antigas, isoladas no período compreendido entre 1978 e 2009. Algumas 

dessas cepas, caracterizadas também pela ORF-1, apresentaram 

recombinação com diferentes genótipos de RNA polimerase. Cepas 

paraguaias que circularam entre 2004-2005 também agruparam nos clusters 

A e B, país vizinho ao Brasil, o que indica que o mesmo vírus pode ter 

circulado em ambos os países. 

As análises filogenéticas demonstraram que genótipo GII.17 se ramifica 

em três 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 epidêmica, compreendendo 

isolados de 2013-2014 e 2014-2015, respectivamente. Todos os isolados 

brasileiros agruparam com a linhagem epidêmica Kawasaki_2014, 

apresentando alta identidade nucleotídica (˃99%) com as cepas do cluster, 

sugerindo que os vírus detectados no Brasil derivam da cepa mais recente, 

associada a epidemias na Ásia.  

Os dados de filogeografia estimaram que a origem da variante 

Kawaski_2014 é consistente com Guandong-China no ano de 2012. A análise 

estimou ainda que, ocorreram pelo menos quatro eventos de introdução 

independentes dessa linhagem no país ao longo do ano de 2014. Hong Kong 

- China, foi a provável fonte de origem da variante Kawasaki_2014 introduzida 

em Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Minas Gerais. A inferência 

filogeográfica estimou ainda uma segunda introdução da linhagem 

Kawasaki_2014 em Santa Catarina, tendo Guandong - China como a provável 

origem desta variante. 



 
 

O período de introdução estimada da variante no país, coincide com o 

período em que ocorreu o evento da Copa do Mundo de 2014, ocasião em 

que uma grande quantidade de turistas nacionais e internacionais circularam 

pelo país, indicando que a nova variante pode ter sido introduzida por turistas 

neste período, facilitando a disseminação do vírus. A detecção da nova 

variante somente após quase um ano do período estimado, reforça a 

importância de se manter uma rede de vigilância epidemiológica dos 

norovírus no Brasil, assim como que se mantenha a constante investigação e 

caracterização desses vírus. Estudos filogenéticos e epidemiológicos podem 

auxiliar no melhor entendimento nos padrões de dispersão, evolução e 

susceptibilidade do hospedeiro aos norovírus e suas novas variantes.  

 

5.2.2- Norovírus GII.17 associado a um surto de gastroenterite 

aguda de transmissão alimentar no Brasil, 2016 (Artigo 3). 

Amostras de um surto de GA ocorrido no ano de 2016 após um almoço 

de celebração de posse do novo presidente do Rotary Club de Iturama, no 

estado de Minas Gerais (MG) foram enviadas ao LVCA para investigação de 

vírus gastroentéricos.  

A análise filogenética das sequencias parciais da RNA polimerase e do 

capsídeo viral, revelaram árvores filogenéticas de topologia similares, onde as 

cepas foram divididas em três linhagens diferentes em que os vírus mais 

antigos do genótipo GII.17, isolados nos anos de 1978 a 2002 agrupam no 

cluster II e os isolados de 2013 em diante se agrupam no cluster I, contendo 

as cepas mais recentes dos norovírus GII.17. O cluster I por sua vez, foi 

subdividido em duas sublinhagens, agrupando as cepas da fase epidêmica 

isoladas em 2014-2015 e as cepas isoladas na fase pré-epidêmica da 

variante Kawasaki_2014, contendo isolados de 2013 e 2014 agregadas no 

subcluster I. A topologia observada, corrobora a descrição prévia por alguns 

grupos de pesquisa que descreveram a divisão do GII.17 em uma linhagem 

mais antiga e a linhagem Kawasaki_2014 dividida em duas sublinhagens (Pu 

et al., 2016; Parra et al., 2017). 

Os norovírus detectados nas amostras do surto de GA ocorrido em MG, 

agruparam com as cepas da linhagem epidêmica Kawasaki_2014 (cluster I) 

que circularam na Ásia durante a fase epidêmica. No mesmo subcluster, 



 
 

agruparam outras cepas brasileiras detectadas em 2015 por Silva e 

colaboradores (2017) e também cepas de outros países, como Estados 

Unidos e Itália. 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 à nova variante Kawasaki_2014 do genótipo GII.17.  

Esses vírus foram descritos pela primeira vez em casos esporádicos de 

GA em pacientes pediátricos internados, na região norte do Brasil (Silva et al., 

2017). Ainda na América Latina, a variante Kawasaki foi associada a um caso 

esporádico de GA em um paciente pediátrico na Argentina (Degiuseppe et al., 

2015). Esta é a primeira descrição da nova variante de GII.17 em casos de 

surto de GA no Brasil e na América Latina.  

A rota alimentar é a principal via de transmissão dos norovírus em surtos 

de GA e alguns estudos descreveram a detecção da nova variante de GII.17 

em água e ostras (Imamura et al. 2016; La Rosa et al. 2017). No Japão, o 

GII.17_Kawasaki foi o genótipo 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 proporções 

em uma unidade militar francesa, foi associado ao norovírus GII.17_Kawasaki 

(Sanchez et al., 2017).  

Algumas limitações envolvidas em nosso estudo, principalmente no que 

diz respeito à restrição de informações mais detalhadas sobre o surto. 

Nenhum tipo de alimento foi coletado, o que nos impediu de investigar a 

presença de norovírus nos alimentos para associar à investigação com 

amostras clínicas. Além disso, não 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 

secundária do surto.  

Nossos dados indicam que a nova variante do norovírus GII.17 

Kawasaki_2014 foi associada ao surto de transmissão alimentar ocorrido 

durante um almoço de celebração onde pratos contendo diversos ingredientes 



 
 

crus foram servidos. É provável que o surto tenha sido causado por alimento 

contaminado ou manipulação inadequada por indivíduo infectado com as 

mãos contaminadas. Esses dados reforçam a importância das medidas de 

prevenção como higiene pessoal adequada, restrição das atividades de 

manipuladores de alimentos com sintomas de GA e a desinfecção ambiental 

apropriada. Nos Estados Unidos, uma rede de vigilância online para surtos de 

origem alimentar causados por norovírus foi implementada em 2011 pelo 

CDC, centralizando as informações e facilitando a investigação desses surtos 

(Vega et al., 2011). Apesar de existirem instituições responsáveis pelo manejo 

de surtos de transmissão alimentar no Brasil, as informações pertinentes são 

pouco divulgadas e dispersas. Uma rede de vigilância de surtos de 

transmissão alimentar causados por norovírus poderia auxiliar na investigação 

e contenção desses surtos no Brasil. 

 

5.2.3- Caracterização molecular e análise filogenética do genoma 

completo de norovírus GII.P17-GII.17 Kawasaki_2014 detectados no 

Brasil (Artigo 4)  

A análise filogenética das sequencias nucleotídicas completas das ORFs 

1, 2 e 3 de 12 norovírus GII.17 Kawasaki_2014 detectados no Brasil, 

demonstrou a ramificação do norovírus GII.17 em três 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 norovírus GII.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 

epidêmica nos anos de 2014-2016. Todas as doze cepas brasileiras foram 

fortemente relacionadas com as cepas asiáticas mais recentes, isoladas de 

2014-2016.  

A análise das sequencias aminoacídicas da proteína VP1 revelou que a 

maioria das alterações ocorreram a partir do ano de 2013, período em que a 

nova variante emergiu, sugerindo que esses vírus possuem grande 

capacidade evolutiva quando comparadas às linhagens anteriores. O 



 
 

subdomínio P2 concentrou a maior parte das alterações aminoacídicas 

encontradas entre as diferentes cepas de GII.17. O subdomínio P2 é a região 

mais exposta da proteína VP1, onde ocorre a maior pressão seletiva exercida 

pelo sistema imune do hospedeiro, pois se concentram os principais epítopos, 

sítios antigênicos de ligação de anticorpos e também domínios de ligação 

com os receptores celulares. Cinco epítopos (I a V) presentes no subdomínio 

P2 da proteína VP1 são reconhecidos como os principais epítopos em 

norovírus (Lindesmith et al., 2008; Matsushima at al., 2015). Nossas análises 

demonstraram que as linhagens dos norovírus Kawasaki_2014 apresentaram 

alterações nesses epítopos, principalmente nos epítopos II a V.  Encontramos 

duas alterações particulares entre as cepas brasileiras localizadas no epítopo 

V (N390I e H396N), que não foram observadas entre as outras cepas da 

mesma linhagem, o que sugere a diversificação antigênica dessas cepas 

durante sua circulação no país. Estudos prévios corroboram com os dados 

dessa análise, em que a maior parte das alterações aminoacídicas da 

proteína VP1 se concentram no subdomínio P2, o que confere a esses vírus 

alterações antigênicas permitindo evadir o sistema imune do hospedeiro.  

Quando analisamos as sequencias aminoacídicas da poliproteína não-

estrutural das cepas brasileiras, detectamos substituições em sítios 

localizados na proteína N-terminal (D216E, T298I), NTPase (A403S) e na 

protease 3C-like (I1154M), proteínas envolvidas na replicação viral. 

Alterações em quatro resíduos na proteína VP2 (I33V; G73E; S123A; S129N) 

também foram observados entre as cepas brasileiras. Alterações 

aminoacídicas na poliproteína não-estrutural assim como na VP2 podem 

afetar a eficiência da replicação dos norovírus, o que está associado ao 

fitness viral (Hardy, 2005, Chan et al., 2017).  

Nossos dados corroboram os estudos que apontam para a grande 

capacidade evolutiva dos norovírus, com o surgimento de uma nova variante 

de um genótipo raramente detectados anteriormente. Considerado um vírus 

de padrão de evolução estática, a partir da emergência da nova variante 

Kawsaki_2014, o norovírus GII.17 demonstrou habilidade de rápida evolução 

durante sua dispersão, com a diversificação genética em duas sublinhagens, 

compreendendo a variante pré-epidêmica detectada em 2013-2014 e a outra 

variante epidêmica detectada em 2014-2016.  Ficou evidente que o padrão de 



 
 

dispersão e diversificação genética da nova variante de GII.17 difere das 

variantes de GII.4, pois enquanto uma nova variante de GII.4 emerge a cada 

3 a 8 anos, a nova variante de GII.17 rapidamente se diversificou em duas 

sublinhagens diferentes em menos de dois anos. Essas observações deixam 

evidentes as alterações no fitness viral deste genótipo quando comparamos 

as linhagens antigas com a nova variante. A aquisição de uma nova RNA 

polimerase pode estar associada à alteração do fitness viral, conferindo ao 

vírus maior vantagem adaptativa comparado às linhagens antigas, permitindo 

sua rápida evolução, evasão do sistema imune da população, facilitando sua 

dispersão (Lindesmith et al., 2008, Matsushima et al., 2015) 

Nossas observações reforçam a necessidade de se manter um sistema 

de vigilância dos norovírus ativo no Brasil. Não menos importante, uma rede 

de vigilância nacional e internacional que possam auxiliar na investigação da 

dispersão, diversificação genética e evolução desses vírus. Desta forma, 

informações que podem auxiliar no desenvolvimento de uma vacina eficaz, 

uma vez que conhecer os genótipos e variantes circulantes em cada região 

contribui significantemente na formulação da vacina em construção contra os 

norovírus. 

  



 
 

6- Conclusões 

- Norovírus recombinantes foram associados a casos de surtos de GA 

entre 2004 e 2011 e, a grande diversidade destes vírus no Brasil foi 

caracterizada pela identificação de oito tipos de recombinantes diferentes: 

GII.P7/GII.6; GIIP.g/GII.12; GII.P16/GII.3; GII.Pe/GII.17; GII.P7/GII.14; 

GII.P13/GII.17; GII.P21/GII.3 e GII.P21/GII.13.  

- Os norovírus GII.17 Kawasaki_2014 foram detectados pela primeira 

vez no Brasil no ano de 2015 em amostras de casos esporádicos de GA e 

agruparam-se no subcluster C-II, representados pelas cepas emergentes 

GII.P17-GII.17, detectadas na China, em Hong Kong durante 2014 e 2015, 

bem como cepas detectadas fora da Ásia, como cepas norte-americanas e 

italianas. 

- Foi demonstrado que a circulação da linhagem Kawasaki_2014 é 

resultado de quatro eventos de introdução independentes no país no ano de 

2014, sendo Hong Kong a fonte mais provável de origem desta variante.  

-Foi demonstrado que após a introdução, a nova variante GII.P17-GII.17 

Kawasaki_2014 foi também associada à um surto de GA por transmissão 

alimentar ocorrido em 2016.  

-A rápida evolução e dispersão da variante de norovírus GII. 17 

Kawasi_2014 evidencia a plasticidade e a rápida capacidade de evolução do 

norovírus GII.17, demonstrando que o surgimento de GII.17 Kawasaki é 

notavelmente diferente do padrão de emergência das variantes de GII.4.  

- Apesar da alta similaridade com isolados mais recentes detectados na 

Ásia, a circulação dessa variante no Brasil levou à diversificação antigênica 

proporcionada por alterações aminoacídicas observadas somente nas cepas 

brasileiras. 

-A caracterização de diferentes recombinantes de norovírus associados 

a surtos, assim como a detecção de uma variante emergente, demonstram a 

importância da caracterização molecular na vigilância epidemiológica contínua 

dos norovírus no Brasil, devido a rápida emergência e dispersão destes vírus 

e seu impacto em populações suscetíveis. 

  



 
 

7- Perspectivas  

A grande variabilidade genética e antigênica dos norovírus, assim como 

sua alta prevalência em casos de GA, principalmente em surtos, apontam 

para a necessidade de uma contínua vigilância epidemiológica desses vírus. 

Nesse sentido, enfatiza a manutenção de estudos de epidemiologia 

molecular, assim como a importância de se estabelecer uma rede de 

vigilância nacional para os norovírus, que possibilite o compartilhamento de 

informações sobre a eventual entrada e dispersão de novos genótipos 

recombinantes e/ou variantes no país.  A vinculação com redes internacionais 

também se apresenta como uma estratégia na mitigação do impacto destes 

vírus em populações suscetíveis contribuindo de modo mais efetivo nas 

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

 

9.1- Figura 1 do artigo 4:  árvore filogenética baseada na sequencia nucleotídica completa da 

poliproteína nã-estrutural (ORF-1) dos norovírus do genótipo GII.17 genotype, construída 

com o uso do método de maximum-likelihood e bootstrap de 1.000 réplicas. Valores de 

Bootstrap > 70% estão indicados nos nós da árvore. As cepas brasileiras estão marcadas 

com o um ponto preto. 

 



 
 

9.2- Figura 2 do artigo 4.4: árvore filogenética baseada na sequencia nucleotídica completa 

da proteína VP1 (ORF-2) dos norovírus do genótipo GII.17 genotype, construída com o 

uso do método de maximum-likelihood e bootstrap de 1.000 réplicas. Valores de 

Bootstrap > 70% estão indicados nos nós da árvore. As cepas brasileiras estão marcadas 

com o um ponto preto.  

 



 
 

9.3- Figura 3 do artigo 4.4: árvore filogenética baseada na sequencia nucleotídica completa 

da proteína VP2 (ORF-3) dos norovírus do genótipo GII.17 genotype, construída com o 

uso do método de maximum-likelihood e bootstrap de 1.000 réplicas. Valores de 

Bootstrap > 70% estão indicados nos nós da árvore. As cepas brasileiras estão marcadas 

com o um ponto preto.  

 

 


