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REsumo

Os norovirus (NoV) foram os primeiros agentes virais ligados a doenca gastrointestinal,
entretanto, eles foram, por muito tempo, considerados como causa secundaria de gas-
troenterite, apos os rotavirus. O desenvolvimento de técnicas moleculares voltadas ao
diagnodstico dos NoV forneceu dados mais claros sobre o impacto epidemioldgico desses
virus, os quais sao, atualmente, reconhecidos nio apenas como principal causa de surtos
de gastroenterite ndo bacteriana, mas também como causa importante de gastroenterite
esporadica em criangas e adultos. Esta revisao enfoca os conhecimentos necessarios para
compreender a sua morfologia, genética, transmissao, patogénese e controle. Uma vez
que ndo ha vacina disponivel, a prevengio da infec¢do por NoV depende principalmente
de medidas de higiene da comunidade e pessoais.

Unitermos: Norovirus; gastroenterite; diarreia.

SUMMARY

Norovirus: an overview

Although noroviruses (NoVs) were the first viral agents linked to gastrointestinal disea-
se, for a long time they have been considered secondary cause of gastroenteritis, second
to rotaviruses as etiologic agents. The development of molecular techniques in diagno-
sing NoV provided a clearer insight into the epidemiological impact of these viruses,
which are currently recognized not only as the leading cause of non-bacterial gastroente-
ritis outbreaks, but also as a major cause of sporadic gastroenteritis in both children and
adults. This review focuses on the required knowledge to understand their morphology,
genetics, transmission, pathogenesis, and control. Since no vaccine is available, preven-
tion of NoV infection relies mainly on strict community and personal hygiene measures.
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INTRODUCAO

A gastroenterite aguda é uma das doencas mais comuns em
humanos; nos EUA, ocupa a segunda posi¢do no quadro
de notificagio, seguida de infec¢do respiratdria’. Ao redor
do mundo, estima-se que cerca de um bilhdo de casos de
diarreia aguda ocorram anualmente em criangas e adultos™
A gastroenterite ¢ comumente manifestada como diarreia
branda, mas pode ocorrer de forma grave com intensificagao
dos sintomas (nausea e vomito), podendo levar a desidrata-
¢do e morte. A mortalidade anual associada a gastroenterite
tem sido estimada em quatro a seis milhdes de pessoas™.

A etiologia das diarreias pode envolver varios agentes,
como virus, bactérias e parasitas. Os agentes bacterianos sio
relativamente mais importantes em paises em desenvolvi-
mento, enquanto os agentes virais sdo mais relevantes em
paises industrializados. A importancia desses agentes esta
relacionada com as condigdes de higiene e saneamento ba-
sico da populagdo’. Em 1972, foi descoberta uma particula
viral de 27 nm em filtrado infeccioso de amostras fecais hu-
manas em um surto de gastroenterite na cidade de Norwalk,
Ohio’. Desde entdo, o niimero de agentes virais associados
a gastroenterites tem aumentado progressivamente, sendo
identificados: rotavirus®, astrovirus®, Norwalk-like virus®.

Atualmente, considera-se que a maioria das gastroen-
terites infantis seja causada por virus pertencentes a qua-
tro diferentes familias: Reoviridae (rotavirus), Caliciviridae
(norovirus e sapovirus), Astroviridae (astrovirus) e Adeno-
viridae (adenovirus)’.

ESTRUTURA DA PARTICULA VIRAL DOS NOROVIRUS

Os virions sdo constituidos de um capsideo e um acido
nucleico, medindo cerca de 27 a 30 nm de didmetro. Nao
possuem envoltério. O nucleocapsideo é arredondado e
exibe simetria icosaédrica. Sua estrutura de superficie re-
vela um modelo regular com caracteristicas distintas®.
O arranjo do capsdmero ¢ claramente visivel (Figura 1).

Figura 1 — Calicivirus bovino, particulas virais extraidas de
amostra de fezes (Stewart McNulty, Veterinary Sciences,
Queen'’s University, Belfast). Técnica de coloragdo negativa
por microscopia eletronica direta. Aumento de 33000 X.
Disponivel em: http: //www.qub.ac.uk.

O genoma viral consiste em uma molécula linear de
RNA fita simples de polaridade positiva. Os genomas com
essas caracteristicas servem como mRNA. Assim que pe-
netram na célula-alvo, ligam-se aos ribossomos celulares,
ocorrendo a traducdo de proteinas. O RNA gendmico
serve de molde para uma fita negativa complementar, que
serd transcrita em RNA genomico pela polimerase viral.
O genoma completo contém aproximadamente 7,5 kb;
composto por 45%-56% de citosina + guanina (C + G).
A extremidade 5 do genoma apresenta a proteina VPg,
que tem papel essencial na infectividade viral e na tradu¢ao
inicial; na extremidade 3’, ap6s a sintese do gene ocorre a
adi¢do da cauda poli A, com func¢éo de dar estabilidade a
molécula e ajudar na tradugio®.

As trés sequéncias de leitura abertas (ORF - open read
frame) do genoma viral podem ser observadas na Figura 2:
a primeira ORF codifica uma poliproteina de 194 K-Da que
¢ clivada pela protease viral 3C em seis provaveis proteinas,
incluindo a RNA polimerase-dependente de RNA. Assim,
a extremidade 5" do genoma codifica um precursor de pro-
telnas ndo estruturais, envolvidas na transcri¢do e replica-
¢do viral’. A segunda ORF codifica a proteina do capsideo
(VP1) de 60 K-Da proteina estrutural com papel importan-
te na replicagdo do virus'. A terceira ORE considerada a
regido mais variavel do genoma, codifica a proteina basica
(VP2) de 23 K-Da e que interage com o RNA gendmico
quando ocorre a formagio do virion'.

Poliproteina  Proteina

Poliproteina néo estrutural do capsideo base

ORF1 ORF2 ORF3
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VP5g-| NTPase  VPg Pro (Pol) "—Capsideo :'—3(/'\)”
| IS i —
5358 6950 7'654
VP, poli A)
g 1789 aa 530

Figura 2 - Organizacdo gendmica de norovirus. Localizagdo
das trés ORFs e da regido Pol empregada para o desenho dos
pools de primers utilizados na RT-PCR para a identificagdo dos
genogrupos e gendtipos. Esquema de Atmar & Estes, 2001.2°

NOMENCLATURA E CLASSIFICACAO

Devido a baixa carga viral nas fezes e a dificuldade de pro-
pagacdo em cultura de células ou animais de laboratério, a
classificagao dos NoV s6 foi definida a partir de 1990. Desde
entdo, os genomas de alguns calicivirus tém sido sequencia-
dos, permitindo o enquadramento da maioria desses virus
na familia Caliciviridae™.

Em 2005, um novo sistema de classificacio foi estabe-
lecido com base nas anélises filogenéticas da ORF2 de 164
sequéncias de NoV. Os NoV podem ser subdivididos em
cinco genogrupos (GI, GII, GIIL, GIV e GV), compostos
por pelo menos 31 clusters genéticos ou genotipos: oito ge-
noétipos no genogrupo GI; 17 no GII; 2 no GIII; um no GIV;
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e um no GV". Entre eles GI e GII sdo os genogrupos que
apresentam a maior diversidade genética; seis novos gend-
tipos foram definidos e descritos: GI/8 no genogrupo GI e
GII/13-17 no genogrupo GII'*. Os NoV dos genogrupos GI,
GII e GIV sdo encontrados em humanos, com exce¢io da
amostra de NV S11/GII encontrada em suino; os genogru-
pos GIII e GV sdo encontrados em bovinos e camundongos,
respectivamente'®. Recentemente, estudos de epidemiologia
molecular tém demonstrado que 70% dos surtos por NoV
sdo causados pelo genétipo variante GIL4'%Y.

PATOGENIA E REPLICACAO

Os calicivirus de humanos causam infec¢do predominan-
temente pela via oral. Os virions sdo estaveis em 4cido,
possuindo habilidade para sobreviver na passagem pelo
estomago. Os NoV sdo altamente infecciosos, devido a
combinacéo de baixa dose infectante (DI 50 < 20 particu-
las virais), alto nivel de excre¢éo viral (10® a 10" copias de
RNA por grama de fezes) e excre¢do prolongada apds re-
cuperagao clinica'®". O virus é replicado no citoplasma dos
enterdcitos, onde o RNA de polaridade positiva atua como
mRNA. Estudos mostraram que a eliminagdo do virus pode
continuar por mais de 2 semanas apds a fase sintomdtica
da doenga, além de casos de infec¢do assintomatica®® com
implicagdo nos surtos causados por doencas de transmissao
alimentar®'. Ha poucas evidéncias de que os NoV causem
infecgdo cronica em um hospedeiro normal, no entanto, em
estudo realizado em criangas e adolescentes imunocompro-
metidos, Levett et al.”?, reportaram a elimina¢do de NoV GII
por pelo menos 8 meses.

TRANSMISSAO

Os NoV sao a maior causa de gastroenterite humana aguda
nao bacteriana de transmissdao alimentar, ou transmissao
pessoa a pessoa via fecal-oral, acometendo adultos e crian-
¢as em todo o mundo®. Evidéncias indiretas de estudos epi-
demioldgicos sugerem que os virus podem ser transmitidos
por via aérea, como nos casos de vomitos explosivos que
ocorrem durante a doenga*. Pode ocorrer também via reser-
vatdrio de agua, quando aguas subterraneas sao contamina-
das®. Sdo altamente contagiosos, podendo ocorrer em casos
esporadicos ou em grandes surtos de diarreia aguda em en-
fermarias, hospitais, escolas, universidades, acampamentos,
cruzeiros, hotéis e restaurantes®. O controle de qualidade
dos alimentos é frequentemente baseado na contaminagio
bacteriana; assim, contaminacio viral pode, muitas vezes,
nao ser notificada?. A transmissao viral nas enfermarias é
de dificil identificagdo®. Os animais filtradores que vivem
em aguas contaminadas e que sdo consumidos crus, como
as ostras, sdo importantes vias de transmissao?.

As manifestagdes clinicas se caracterizam por ndusea,
dor abdominal, vdmito, diarreia branda, autolimitada e nao
sanguinolenta. Porém, alguns pacientes podem apresentar
formas graves, com sintomas ligados a nauseas e vomitos

seguidos de diarreia abundante, que pode acarretar em desi-
dratacio e, eventualmente, morte. O periodo de incubagio
é de 24 a 48 horas, sendo a durag¢do dos sintomas de 12 a 60
horas®. Febre baixa e dor abdominal também podem estar
associadas a infec¢éo viral, situagdo na qual o termo stoma-
ch flu é utilizado para descrever a doenga, apesar de nao ha-
ver qualquer associagao biolégica com o virus da influenza.
Aproximadamente 10% das pessoas com NoV necessitam
de atendimento médico, incluindo hospitalizagio e trata-
mento contra desidratacdo com terapia de reidratagdo oral
ou intravenosa. Obitos causados por NoV sio reportados
com mais frequéncia em pessoas idosas. Cerca de 30% das
infecgdes por NoV sdo assintomaticas, mas esses individuos
sdo capazes de transmitir o virus, embora com titulos mais
baixos que os sintomaticos™.

IMUNIDADE

Devido a falta de modelo animal e inabilidade desses virus
serem cultivados em culturas celulares, testes de neutraliza-
¢80 in vitro ndo sio viaveis e os dados do desenvolvimento
da imunidade ap6s infec¢do por NoV sdo obtidos em es-
tudos com voluntarios humanos®. Estudos indicam que
aproximadamente 50% das pessoas expostas ao virus adqui-
riram imunidade homdloga de curto prazo, que é correla-
cionada com niveis de anticorpos no soro®’. Entretanto, pes-
soas com altos niveis de anticorpos para NoV preexistentes
podem adoecer se expostas ao virus?**2. Uma candidata a
vacina tem sido desenvolvida, embora nio se saiba se induz
protecdo imune homotipica ou heterotipica®*. Como nao
existe um método adequado de prevengio e controle, o de-
senvolvimento de uma vacina contra o NoV pode ser a me-
lhor solugdo para essa doenga infecciosa®. Estudos sugerem
que ha imunidade de curto prazo apds a infec¢do, e alguns
individuos sdo suscetiveis a infec¢ao sintomatica, enquanto
outros nunca desenvolvem sintomas, mesmo ap(')s contato
direto™.

PREVEN(;I:\O E TRATAMENTO

A interrupg¢do da transmissdo é a primeira estratégia para
a prevencdo, especialmente em hospitais e creches. Para
cuidar de um paciente diagnosticado com gastroenterite
aguda ¢é preciso tomar algumas precaugdes, como lavar as
maos com 4gua e sabdo antes e depois de ter contato com
o paciente ou com os objetos usados por ele. E necessario
também limpar todas as superficies com hipoclorito a 2%,
pois os NoV persistem em superficies inanimadas secas de
8 horas a 7 dias®. Para evitar transmissoes secunddrias, é ne-
cessdria a prevencio de contaminagio alimentar que ocorre
durante o preparo dos alimentos, lavando as maos continu-
amente. Os manipuladores de alimentos devem usar luvas
plasticas para o preparo de alimentos crus”. Funcionarios
doentes ndo devem preparar alimentos por um periodo
minimo de 3 dias apds a doenga, para evitar os surtos de
gastroenterites®.
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Como ndo hd um tratamento com antiviral consoli-
dado para combater as noroviroses, o foco consiste em
prevencao e tratamento da desidrata¢io secundaria da
doenga. A hidratagao é geralmente mantida, usando-se
fluido oral com liquidos isotonicos. A hospitalizacdo em
casos de desidratagdo grave, embora rara, pode ser ne-
cessaria. Sintomas como dor de cabega, mialgia e ndusea
podem ser combatidos com analgésicos e antitérmicos®.
Em 2006, Rossignol® analisou um novo medicamen-
to indicado para o tratamento de diarreia causada por
gastroenterite viral, chamado Nitazoxanide. Nesse estu-
do, observou a eficicia do medicamento em vérios pa-
cientes com sintomatologia e diagndstico positivo para
rotavirus, adenovirus entéricos, norovirus e astrovirus.
Entretanto, o medicamento mostrou melhor efetividade
contra rotavirus quando comparado com os demais pa-
tégenos virais.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O método de diagndstico classico é a Microscopia Ele-
tronica (ME), que detecta particulas virais com 27 a 30
nm de didmetro, denominadas SRSV. Esse método é usa-
do em laboratério de satide ptblica em muitos paises; no
entanto, requer um microscopista altamente qualificado
e um equipamento muito caro, que torna inviavel estudos
epidemioldgicos ou clinicos*'.

O método imunoenzimatico (ELISA) para detecgdo
do antigeno viral utiliza proteinas virais do capsideo dos
NoV expressas em baculovirus como reagente para en-
saios imunoenzimaticos®. Essa metodologia foi recente-
mente disponibilizada comercialmente para o diagnésti-
co de NoV diretamente das fezes (Dako Cytomation, Ely,
UK 2001; Denka Seiken, Tokyo, Japan 2002; R-biopharm
AG, Germany 2004). Esses kits apresentavam baixa sen-
sibilidade diagnoéstica, como reportado por Bull et al.*2
(2006). Entretanto, o desenvolvimento de novas geragdes
de kits, como RIDASCREEN" 3! Generation kit (R-Bio-
pharm AG, Darmstadt, Germany), mais sensiveis e es-
pecificos, acarretou beneficios para o diagnéstico rapido
dos NoV, principalmente direcionados a surtos®.

A técnica molecular de RT-PCR desenvolvida para
identificagdo de NoV ¢ sensivel e especifica, possibili-
tando estudos epidemioldgicos para a identificagdo de
surtos de gastroenterites*’. Estudos colaborativos inter-
nacionais®” demonstraram que, dentre varios pools de
primers desenvolvidos para as regides ORFs 1, 2 e 3, os
que apresentaram melhores resultados foram os primers
da regido POL da ORF 1 (regido conservada). Analise fi-
logenética de 145 nucleotideos da regido do gene POL
foi usada como padrao para identificagao dos gendtipos.
O sequenciamento dos NoV tem auxiliado nas investi-
gacdes epidemioldgicas relacionando casos clinicos, para
determinagdo de fonte comum e para diferenciagido de
surtos que podem estar erroneamente relacionados®.

As técnicas de REAL-TIME TagMan' *** RT-PCR e
SYBR Green* quantificam sequéncias especificas de DNA
ou RNA em amostras clinicas e a expressdo génica, pela
deteccao de fluorescéncia emitida desde o primeiro ciclo
de amplificagdo. Essas metodologias apresentam vanta-
gens sobre a PCR tradicional, como maior especificidade,
sensibilidade e reprodutibilidade, e permitem o monito-
ramento em tempo real; ciclagens mais rdpidas; menor
quantidade de RNA nas rea¢cdes de RT-PCR; além de
eliminar a manipulagdo do produto pds-PCR, reduzindo
contaminagdes®.

EpiDEMIOLOGIA

Os NoV sio considerados os agentes etiologicos virais
mais comuns de surtos epidémicos de gastroenterites
virais transmitidos por agua e alimento®. A epidemio-
logia das doengas diarreicas transmitidas por dgua e
alimentos é rapidamente alterada com as mudangas no
comportamento humano, no que diz respeito a economia
global, industria e adaptagdes microbioldgicas. A maior
incidéncia da doenga é entre crian¢as com menos de 5
anos™. No entanto, o maior impacto econoémico é entre
pessoas mais velhas que residem em institui¢des e casas
de saude®. Embora os surtos de diarreia ocorram o ano
todo, alguns padrdes de sazonalidades tém sido observa-
dos. Esses padrdes diferem nos hemisférios norte e sul.
No hemisfério norte, a gastroenterite causada por NoV é
mais comum no inverno e no inicio da primavera*. No
hemisfério sul, os surtos sdo mais frequentes durante a
primavera e o verao®.

De 1999 a 2002, ocorreram 170 surtos de NoV na
Espanha. Empregando-se as técnicas de ME, RT-PCR e
sequenciamento, foi observado o predominio do geno-
grupo GII**. Na Inglaterra, Lopman et al.®' (2003), ana-
lisando amostras de surtos ocorridos entre 1995 e 2002,
observaram que os NoV tiveram o seu pico maximo de
infec¢do durante o verdo, ao contrério das divulgagdes
da época, que descreveram maior ocorréncia no inverno.

Chapin et al>* (2005) verificaram que a transmissido
de NoV por contaminagdo de alimento atravessa fron-
teira; o virus foi dos Estados Unidos para a Guatemala e
0 México, e as amostras foram analisadas por RT-PCR e
sequenciamento, sendo identificados NoV no genogrupo
GI em 65% dos casos positivos.

No estado de Sdo Paulo, durante o verdo de 1995,
ocorreu um surto de gastroenterites que acometeu cerca
de 3.500 pessoas (dados do CVE). Analises pela ME de
amostras de fezes provenientes desse surto detectaram
particulas virais com morfologia de SRSV, identificadas
como Norwalk-like pela Imunomicroscopia Eletronica
Imune (IME)®. Essas amostras foram posteriormente
analisadas por RT-PCR e sequenciamento e caracte-
rizadas como calicivirus do tipo SMA (Snow Montain
Agent), atualmente denominado NoV genogrupo GII*.

Rev Assoc Med Bras 2011; 57(4):462-467

465



SiMoNE GUADAGNUCCI MORILLO ET AL.

Durante os anos de 2005 a 2008, um estudo de vigi-
lancia de NoV foi realizado no estado do Rio de Janeiro.
Um total de 1.087 amostras fecais foi analisado e cerca de
35% foram positivas para NoV, com prevaléncia de 96%
do genogrupo GII e 80% de GII.4; e foi descrita a ne-
cessidade de implanta¢do do diagnostico para NoV nos
laboratérios de vigilancia®.

No estado de Sdo Paulo, em 2005, ocorreram varios sur-
tos de gastroenterites em criancas e adolescentes, e as and-
lises das amostras demonstraram a circulagdo de diferentes
virus na mesma regido. Os NoV foram detectados em 21,4%
das amostras, seguidos pelos rotavirus, com 14,5%, os astro-
virus, com 13,2% e os adenovirus, com 2,1%.

ConcLusAo

O Nucleo de Doengas Entéricas do Instituto Adolfo Lutz
(IAL) é referéncia macrorregional para vigilancia de ro-
tavirus e norovirus no Programa de Monitoramento das
Doengas Diarreicas Agudas (PMDDA), o qual tem por
objetivo a detecgdo precoce de surtos de diarreia em todo
o pais. Em 2008, iniciou-se a implementagiao do diagndsti-
co sistematico para detecgdo dos NoV no IAL®. Em 2009,
com a ampliagdo da realizagdo dos testes especificos, foram
identificados 15 surtos por NoV detectados nos municipios
de Catanduva, Mongagua, Piracicaba, Pitangueiras, Praia
Grande, Ribeirdo Preto, Sabino, Sdo Paulo, Taubaté e Vo-
tuporanga®. Em janeiro de 2010, a cidade do Guaruja, na
Baixada Santista, enfrentou um intenso surto de diarreia,
identificando-se NoV (28%) e rotavirus (20%) (dados do
IAL). A facilidade com que os norovirus sdo transmitidos e
a baixa dose infectante necesséaria para estabelecer uma in-
feccdo resultam em extensos surtos. O diagnostico preciso
das gastroenterites virais ¢ essencial para reduzir o impacto
da doeng¢a na sociedade.
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