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Avaliaciao molecular de norovirus em pacientes com gastroenterite

aguda

Molecular evaluation of norovirus in patients with acute gastroenteritis

Sofia Georgiadis', Diogo André Pilger’, Fabiana Pereira' e Vlademir Vicente Cantarelli'

RESUMO

Introdugao: O norovirus foi recentemente identificado como o principal causador de
surtos de gastroenterite aguda de origem nao bacteriana em todo o mundo e estd envolvido
em episodios de origem alimentar. Neste estudo, foram avaliados pacientes com sintomas
de gastroenterite aguda pelo periodo de um ano, a fim de se avaliar duas metodologias na
identificacdo do NoV - a reagdao em cadeia por polimerase convencional e em tempo real -,
incidéncia, sazonalidade e genétipo predominante. Métodos: Apos a extragio do RNA, 50
amostras foram analisadas pela metodologia de PCR convencional e 365 amostras foram
analisadas pela metodologia de PCR em tempo real. Todas as amostras que apresentaram
resultado positivo pelas duas metodologias ou discordante foram sequenciadas, ao todo, 13
amostras foram sequenciadas. Resultados: Das S0 amostras testadas pelas duas metodologias,
7 apresentaram resultado positivo pelo método convencional e 15 pelo método da PCR em
tempo real. Do total de 365 amostras testadas pela metodologia de PCR, em tempo real, 48
foram positivas. Em relagio as amostras sequenciadas, todas mostraram ser NoV do genogrupo
II. Em relagao a distribuigao da incidéncia de amostras, positivas para NoV, ao longo do ano,
pode ser observada uma frequéncia de casos positivos maior na primavera, chegando a 29,7%
em novembro. Conclusées: Observamos que o PCR em tempo real é o método mais sensivel
para a identificacio do Nov, que a incidéncia do NoV ¢ de 13,2% e o genogrupo II prevalece
na populagio avaliada, sendo a primavera o periodo de maior taxa de infecgao.

Palavras-chaves: Norovirus. Gastroenterite aguda. Caliciviridae. Surtos alimentares.

ABSTRACT

Introduction: Norovirus was recently identified as the main cause of outbreaks of acute
gastroenteritis of non-bacterial origin worldwide and it is involved in episodes of foodborne
origin. In this study, patients with symptoms of acute gastroenteritis were evaluated over a
one-year period, in order to evaluate two methods for identifying norovirus (real-time and
conventional polymerase chain reaction), along with its incidence, seasonality and predominant
genotype. Methods: After RNA extraction, 50 samples were analyzed using conventional PCR
and 365 were analyzed using real-time PCR. All the samples that presented positive results
using both methods or discordant results were sequenced. In all, 13 samples were sequenced.
Results: Out of the S0 samples tested using both methods, seven presented a positive result
from the conventional method and 15 from real-time PCR. Out of the total of 365 samples
tested using real-time PCR, 48 were positive. All of the sequenced samples were shown to
present norovirus of genogroup II. Regarding the distribution of norovirus-positive sample
incidence over the course of the year, higher frequency of positive cases was observed during
the southern hemisphere spring, reaching 29.7% in November. Conclusions: We observed
that real-time PCR was more sensitive for identifying norovirus. The incidence of norovirus
was 13.2% and genogroup II predominated among the population evaluated, with the greatest
infection rate in the southern hemisphere spring.
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INTRODUCAO

O norovirus ¢ o principal causador de surtos de
gastroenterite aguda de origem nao bacteriana em
todo o mundo, sendo responsével por mais de 95% dos
casos nos Estados Unidos e Europa'?. Est geralmente
envolvido em surtos de origem alimentar. Outras
formas de transmissao sao fecal-oral e aerossol. O NoV
permanece estdvel no ambiente por longos periodos
e a dose necessaria para causar infec¢io é baixa, o que
facilita o aparecimento dos episddios. A facilidade de
transmissdo do NoV e a falta do diagnéstico torna o

controle dos surtos muito dificil**.

O NoV, membro da familia Caliciviridae, é virus
RNA nio-envelopado, de fita simples, polaridade
positiva e que apresentam tamanho de 7,5 a 7,7kb.
O genoma possui 3 regioes codificadoras: a primeira
codifica uma grande poliproteina que, apds a tradugao,
é clivada em proteinas nao estruturais enquanto a
segunda e a terceira codificam proteinas do capsideo
viral. Devido a diferengas nas sequéncias génicas da
RNA polimerase, e de proteinas do capsideo, o NoV é
dividido em cinco genogrupos. Os genogrupos I e IT
contém a maioria das cepas que infectam os humanos,
sendo o genogrupo II de maior incidéncia®®.

O diagnéstico para NoV é baseado na detecgao do
virus em amostras de fezes por microscopia eletronica,
métodos imunoenziméticos ou reagdo em cadeia por
polimerase (PCR). A microscopia eletronica apresenta
como vantagem aidentificagio de infec¢oes mistas, mas
é pouco sensivel e poucos laboratérios dispdem dos
equipamentos necessarios. O teste ELISA é de execugao
simples e rdpida, mas perde em sensibilidade para a
reagdo em cadeia da polimerase. Dentre os citados, o
PCR tem se mostrado o mais sensivel e especifico, além
de ser de répida execucao”* .

O presente estudo tem como objetivo estimar
a incidéncia dos NoV em fezes de pacientes com
sintomas de gastroenterite aguda pelo periodo de
um ano, verificar a qual genogrupo pertencem e
comparar as metodologias de PCR convencional e
em tempo real para a detec¢ao dos mesmos.
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METODOS

Amostras

Entre outubro de 2006 e outubro de 2007, foram avaliadas 365
amostras de fezes de pacientes com sintomas de gastroenterite aguda
que haviam sido enviadas para o teste de rotavirus ao Laboratdrio
Weinmann Ltda, localizado na Cidade de Porto Alegre, RS. As
amostras foram armazenadas na forma de suspensio (0,1mL de
fezes em 1mL de tampao fosfato pH 7,2), a temperaturas inferiores
a-18°C, até serem testadas para NoV.

Extracao

As suspensoes foram descongeladas 4 temperatura ambiente,
homogeneizadas e centrifugadas a 1.000g, por 3 minutos. O RNA
viral foi extraido a partir do sobrenadante, utilizando-se o kit
Illutra RNAspin Mini Isolation (General Eletric Healthcare') ou o
QIAamp UltraSens Virus Kit (QIAGEN"), segundo as instrugées
dos fabricantes. Ap6s a extragdo, as amostras foram congeladas a
temperaturas inferiores a -18°C.

PCR convencional (heminested)

Cinquenta amostras foram analisadas pela metodologia 1,
composta por duas reagdes e baseada no trabalho de Yuen e cols®.

Reacio 1: transcricao reversa e PCR 1

Nesta reacio, foi utilizado o kit Superscript One-step RT-PCR
System (Gibco') e RNA ou controles positivo e negativo (10pL),
num volume total de 40pL. Os primers utilizados foram NV4562
(SGATGC(A/G/T)GATTACACAGC(A/C/T)TGGG3’)
(senso) e NV5366 (S’CATCATCATITTAC(A/G)AATTCGG3’)
(antissenso) para o grupo I e NV4611 (S’C(A/T)GCAGC(A/C)
CT(A/G/T)GAAATCATGG3’) (senso) e NV5296 (S’CCA(C/T)
CTGAACATTG(A/G)CTCTI'G3’) (antissenso) para o grupo 1,
especificos para o gene da RNA polimerase.

Como controle positivo, foi utilizado RNA de uma amostra que
apresentou resultado positivo para norovirus do grupo Il pelas duas
metodologias testadas, tendo sido também confirmada por reagao
de sequenciamento. Como controle negativo, utilizou-se dgua de
injecao ultrapura (Aster’).

As condi¢des de reagao foram 50°C por 30 minutos; 94°C por 2
minutos e 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos
e 72°C por 30 segundos; mais um passo adicional de 5 minutos a
72°C.

Os fragmentos produzidos pelos primers NV4562 e NV5366
apresentam tamanho de 805pb, enquanto que os produzidos pelos
primers NV4611 e NV5296, 686pb.

Reacao 2: PCR2

Utilizou-se o kit Qiagen Taq DNA polymerase (Qiagen’)
mais o produto da reacio anterior (2uL), totalizando volume
final de 40uL. Os primers utilizados foram NV 4562 e NV 5298
(SATCCAGCGGAACATGGCCTGCC3’) (antisenso) para o grupo
1eNV4692 (SGTGTG(A/G)T(G/T)GATGTGGGTGACTIC3’)
(senso) e NV5296 para o grupo IL

As condigbes de reagao foram 94°C por S minutos seguidos de 25
ciclos de 94°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos e 72°C por 30
segundos. Uma etapa adicional de 5 minutos a 72°C foi programada.
O termociclador utilizado nas duas reacdes foi o Peltier Thermal
Cycler 200 (M] Research’).

Os fragmentos resultantes da segunda reagao apresentam
tamanho de 737pb (genogrupo I) e 605pb (genogrupo II). A
identificagdo e classificagio do NoV foram realizadas através da
visualiza¢ao dos fragmentos de DNA de tamanho especifico em gel
de agarose 1,5%, apds eletroforese (25 minutos, 200V).

PCR em tempo real

Trezentos e sessenta e cinco amostras foram analisadas pela
metodologia 2, também composta por duas reacdes e baseada no
trabalho de Beuret e cols'?, com modificagoes.

Reacio 1: transcricao reversa

Nesta reagao, foram utilizados 0,5uL de primer randémico
15ng/pL (Invitrogen’), 0,5uL de INTP 10uM (Invitrogen’), 100U
da enzima Superscript III RT (Invitrogen’), 2,0uL de tampio
concentrado da enzima, 0,SpL de DTT 0,1M, 10U de RNAse out
(Invitrogen'), SuL de RNA ou dos controles positivos e negativo e
4gua tratada DEPC (Invitrogen’) em quantidade suficiente para o
volume final de 10pL. Os controles positivo e negativo utilizados
na segunda metodologia foram os mesmos que os utilizados na
primeira.

As condigoes de reagao foram 25°C por 10 minutos, 50°C por
60 minutos e 85°C por 5 minutos. Termociclador utilizado: Peltier
Thermal Cycler 200 (M] Research’).

Reacao 2: PCR em tempo real

Os reagentes utilizados para a reagao foram o Platinum SYBR
Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen’), 10uL; BSA (albumina
de soro bovino, Invitrogen’) 1mg/mL, 1uL; primers especificos para
os genogrupos I e II 10mM (Invitrogen@) , 1uL; cDNA ou controles,
2uL e dgua de injecio (Aster’), 6pL.

A amplificagio do cDNA foi feita utilizando-se
os primers BN11 (SATGTTCCGYTGGATGC3’) (senso)
e BN12 (5’CGTCCTTAGACGCCATCA3’) (antisenso),
especificos para o genogrupo I e os primers BN21
(STCAGGTGGATGAGGTTCTCAGA3’) (senso) e BN22
(CGACGCCATCWTCATTCACA3’) (antissenso), especificos
para o genogrupo I, todoslocalizados na regido da RNA polimerase.
Todas as amostras foram testadas utilizando-se os dois pares de
primers na mesma reago e as que apresentaram resultado positivo
também foram testadas utilizando-se os dois pares de primers
separadamente. As amostras positivas para NoV foram identificadas
pela temperatura de melting caracteristica, que foi de 82,7 +2°C. As
condigoes de reagao foram 50°C por 2 minutos, 95°C por 2 minutos,
38 ciclos de 96°C por 2 segundos, 60°C por 5 segundos e 72°C por
8 segundos, seguido de do melting a partir de 66°C. O equipamento
utilizado foi Light Cycler 1.5 (Roche®).

Sequenciamento

Todas as amostras que apresentaram resultado positivo pelas
duas metodologias ou discordante foram sequenciadas. Ao todo,
13 amostras foram sequenciadas.

O amplicon proveniente da PCR convencional foi primeiramente
purificado utilizando-se o AccuPrep PCR Purification Kit (Bioneer’),
segundo as instru¢des do fabricante.

Para a reagdo de sequenciamento, os reagentes e quantidades
utilizadas foram: BigDye terminator Mix (Applied Biosystem'),
1uL; tampao do BigDye terminator Mix, 2uL; primer (Invitrogen®)
4pM, 1pL; 4gua de injegdo (Aster’), 4uL e do produto de PCR
purificado, 2uL. O primer utilizado nesta ragao foi o NV 5296, para
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as amostras provenientes da PCR convencional e o BN 21 para as
amostras provenientes da PCR em tempo real. As condigées da
reagdo foram: 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C
por 4 minutos. Termociclador utilizado: Peltier Thermal Cycler 200
(M]J Research).

Depois da reagdo de sequenciamento, as amostras foram
novamente purificadas, utilizando-se isopropanol 75% e etanol 70%.
Depois de secos em termobloco (95°C), os sequenciados foram
resuspendidas em 6uL de uma mistura de formamida e Loading
Buffer (Applied Biosystem’) (5:1), colocadas no termobloco a 97-
100°C por 2 minutos e levadas imediatamente ao gelo, ficando prontas
para serem aplicadas no gel de sequenciamento (poliacrilamida). O
equipamento utilizado para o sequenciamento foi ABI Prism 377 PE
(Biosystems’). As sequéncias obtidas foram analisadas utilizando-se
o banco de dados do National Center of Biotechnology Information
(www.ncbi.nlm.nih.gov).

RESULTADOS

Das 365 amostras, 50 foram testadas pelas metodologias
de PCR convencional (heminested) e em tempo real. Destas,
7 apresentaram resultado positivo pelo método convencional e
15 pelo método da PCR em tempo real. Do total de 365 amostras,
testadas pela metodologia de PCR, em tempo real, 48 (13,2%)
foram positivas (Figura 1).

Em relagio asamostras sequenciadas, todas mostraram ser NoV do

genogrupo I1 (972 100% de homologia). A variagio encontrada paraa
temperatura de melting dos genogrupos I e II foi de 82,7 + 2°C.

Das 48 amostras positivas pelo PCR em tempo real, 7 nio
apresentaram resultado positivo quando testadas com os dois pares
de primers separadamente. Ambas foram sequenciadas, comprovando
ser positivas para norovirus do grupo II (Figura 2).
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FIGURA 1 - Representacio da PCR em tempo real, evidenciando as temperaturas de melting dos genogrupos I

(GI) e I (GII) do norovirus.
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FIGURA 2 - Gréfico mostrando o nimero de casos analisados e o nimero de
casos positivos para norovirus durante o periodo do estudo (outubro de 2006
a outubro de 2007).

A distribuigao da incidéncia de amostras positivas para NoV ao
longo do ano deu-se conforme demonstrado na Figura 2, onde pode
ser observada uma frequéncia de casos positivos maior na primavera,
chegando a 29,7% em novembro.

DISCUSSAO

Das 365 amostras, SO foram testadas pela metodologia de PCR
convencional (heminested) e em tempo real. Destas, 7 apresentaram
resultado positivo pelo método convencional e 15 pelo método da
PCR, em tempo real, evidenciando a maior sensibilidade da segunda.
O PCR em tempo real mostrou ser menos trabalhoso e mais rapido
que a convencional, utiliza aproximadamente 3,5 horas para a andlise,
enquanto a PCR convencional requer aproximadamente 6 horas. Esta
diferenca no tempo necessario para a obtengao dos resultados permite
que medidas sejam tomadas a tempo de se prevenir surtos nos casos
positivos, além de possibilitar ao paciente um tratamento adequado em
tempo clinicamente relevante. Além disso,a PCR em tempo real é menos
suscetivel a contaminagao, pois utiliza sistema de reagao fechado onde
ocorre aamplificacio e detecgdo simultdnea da sequéncia alvo, enquanto
na PCR convencional o material amplificado ainda é aplicado em gel,
possibilitando contaminagao das amostras.
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Do total de 365 amostras testadas, pela metodologia de PCR, em
tempo real, 48 (13,2%) foram positivas. Este resultado estd de acordo
com dados previamente publicados que relacionam a presenca de
NoV e casos de gastroenterite aguda, embora nao se saiba ao certo
qual a incidéncia dos casos, pois muitos nio sio reportados®.

Em relagdo as amostras sequenciadas, todas mostraram ser
NoV do genogrupo II (97 a 100% de homologia), demonstrando a
prevaléncia deste genogrupo na populagao estudada.

Como em nenhuma amostra foi detectado NoV do grupo I e nenhum
controle positivo para este genogrupo conseguido para teste, plasmideos
contendo a sequéncia de DNA da regido amplificada pelos primers
especificos para este genogrupo utilizados na segunda metodologia
foram testados, a fim de garantir-se o correto funcionamento dos primers.
A temperatura de melting encontrada para o genogrupo I foi a mesma
que a para o genogrupo 11 (82,7 + 2°C). Portanto, o método nio é
capaz de diferenciar os gendtipos. Um teste que utilize a primeira
metodologia e um controle positivo para o genogrupo I ainda deve
ser feito para que possamos garantir a validade desta metodologia
para o genogrupo L.

A diferenga na varia¢ao encontrada entre as temperaturas
de melting determinada para os genogrupos I e I, neste estudo,
82,7 +2°C, e as determinadas por Beuret e cols'?, 85,52 86,5°C para o
genogrupo Il e 81,7 a 83,7°C para o genogrupo I, pode ser explicada
pelo fato de neste estudo ter sido utilizado o Platinum SYBR Green
qPCR SuperMix-UDG/, que contém dUTP em vez do dTI'P, o que
ocasiona uma diminui¢do na temperatura de melting.

Das 48 amostras positivas pelo PCR, em tempo real, 7 nao
apresentaram resultado positivo quando testadas com os dois pares
de primers separadamente. Ambas foram sequenciadas, comprovando
ser positivas para norovirus do grupo II. A discordancia entre estes
resultados demonstra uma perda da sensibilidade da PCR em tempo
real para testar-se o genogrupo II quando utilizamos os pares de
primers separadamente. No trabalho de Beuret e cols, esta perda de
sensibilidade também foi observada.

Estudos que avaliem a sensibilidade dos dois métodos sao
necessarios.

A distribui¢ao da incidéncia de amostras positivas para NoV, ao
longo do ano, deu-se conforme demonstrado na Figura 2, onde pode
ser observada uma frequéncia de casos positivos maior na primavera,
chegando a29,7% em novembro, embora a maior incidéncia de casos
positivos fosse esperada para os meses de inverno. Resultados como
este j4 haviam sido publicados". Também devemos considerar que
a maioria dos estudos, avaliando a sazonalidade das infec¢des por
NoV, até o momento, foi feita na Europa e EUA, onde o frio é mais
rigoroso, o que exige o confinamento da populagdo e propicia os
surtos. No Brasil, o frio nio € tao intenso, permitindo que as pessoas
frequentem espagos mais arejados, diminuindo o numero de casos no
inverno. Entretanto, no Brasil, as condi¢oes de higiene precdrias da
populagdo em geral ocasionam a ocorréncia destes surtos ao longo
de todo o ano.

Concluindo, Este estudo demonstra as vantagens da utilizagao
da PCR em tempo real em relagdo a PCR convencional. A PCR em
tempo real demonstrou ser mais rapida e sensivel que a convencional,
além de estar menos sujeita a contaminagdes. Estudos avaliando a
sensibilidade dos dois métodos sio necessarios, além de um teste
que garanta a detecgao do NoV do grupo I, pela metodologia de
PCR convencional.

Através deste estudo, também, se pdde observar a prevaléncia do
genogrupo II na populagio analisada. A sazonalidade das infecgoes
causadas por NoV, verificada com a maior incidéncia na primavera,
nao estd de acordo com o esperado, apesar deste fato ja ter sido
observado em outros estudos.
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