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_Introdugéo

Norovirus (NoV) sdo um vasto grupo de virus geneticamente relacio-
nados que pertencem ao género Norovirus e a familia Caliciviridae.
Tém um genoma constituido por RNA de cadeia simples, de pola-
ridade positiva, organizado em trés sequéncias de leitura abertas
(ORF - Open read frame), ORF1, ORF2 e ORF3 (Figura 1). A sequén-
cia ORF1 codifica seis proteinas ndo estruturais, entre elas a RNA
polimerase. As duas proteinas que constituem a capside, a prote-
ina major VP1 e a proteina minor VP2, s&o codificadas pela ORF2
e ORF3 respetivamente. NoV apresentam uma elevada diversida-
de genética, sendo classificados em cinco genogrupos (GI-GV), os
quais sao subdivididos em gendtipos. Apenas NoV dos genogrupos
Gl (8 gendtipos), Gl (19 gendtipos) e GIV tém sido associados a in-
fe¢des humanas. Os restantes genogrupos tém sido encontrados
apenas em animais (1),

A transmissao deste virus entérico é fecal-oral, quer através da in-
gestao de agua e alimentos contaminados, quer por contacto direto
pessoa-a-pessoa. Constituem também importantes fontes de con-
taminag&o, o contacto da mucosa oral com 0s aerossois formados
durante o vomito e 0 contacto com superficies contaminadas com
material fecal ou vémito. NoV € um dos agentes mais frequente da in-
fecao gastrintestinal aguda, afetando todos os grupos etérios, e esta
também na origem da maioria dos surtos de origem alimentar (2).

Reconstruindo a historia evolutiva do genogrupo Gill.4, o0 mais fre-
quentemente associado a infegdo no homem, tem-se observado
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um grande impacto na salide humana, causado pelo aparecimento
de novas variantes, que resultam de recombinacao inter e intrage-
nétipos (1:2). A variabilidade antigénica, em resposta a imunidade
adquirida, favorece o aparecimento de novas variantes de Gll.4 (1),
que ocorre com uma regularidade de dois a trés anos (4). Diver-
s0s estudos mostram uma correlagdo entre o aparecimento de
uma nova variante de Gll.4 e 0 aumento, quer do nimero de sur-
tos, quer da taxa de ataque por surto (22 5),

Desde meados da década de 90, as novas variantes de Gll.4 foram
responsaveis por 62% a 80% dos surtos provocados por virus entéri-
cos, a nivel mundial (). Em margo de 2012, surgiu uma nova variante
Gll.4, que foi identificada pela primeira vez na Australia, sendo desig-
nada NoVGlI.4 Sidney2012 (1:5),

_Objetivos

Neste estudo pretendeu-se analisar a diversidade genética das estir-
pes de NoV em doentes com quadro clinico de gastrenterite aguda,
que recorreram as urgéncias ou consultas hospitalares entre maio de
2011 e abril de 2013, e avaliar a presenga da nova variante NoV Gll.4
Sidney2012 em Portugal.

_Material e métodos

Foi utilizado um modelo de estudo observacional, transversal. Foram
incluidos no estudo todos os doentes com um quadro clinico de infe-
¢ao gastrintestinal com diarreia aguda, que se deslocaram a 13 Hos-
pitais de Portugal Continental entre maio de 2011 e abril de 2013.
Durante este periodo, todos os laboratérios hospitalares recolheram
e prepararam uma amostra de fezes de cada um dos doentes elegi-
veis para o estudo.

O RNA viral foi extraido com um método automatico NucliSens®
easyMAG™ (bioMérieux). Na reac@o de RT-PCR foi usado o kit co-
mercial One-Step RT-PCR (Qiagen), e utilizados dois pares de pri-
mers, um para a regido da RNA polimerase viral (regido A) (6) e o
outro para a regido da proteina major da capside viral (regiao C) (7)
(Figura 1). Os produtos amplificados foram purificados com ExoSap
(GE Healthcare) e sequenciados, por sequenciagdo de Sanger com
Big Dye Terminator v1.1 (Applied Biosystems), no Sequencer Analy-
ser ABI-Prism 3130 xI (PE Applied Biosystems). As sequéncias
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foram analisadas usando o programa de andlise e genotipagem de
NoV disponibilizado pelo RIVM (National Institute for Public Health
and the Environment; www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool). Foi
feita uma andlise filogenética das sequéncias obtidas com Software
MEGA 5.1 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis). Para a anali-
se descritiva dos dados obtidos recorreu-se ao calculo de frequén-
cias absolutas e relativas.

Representagédo esquemdtica do genoma de norovirus
e localizagdo das regides - regido A e regido C
usadas para a genotipagem das estirpes.

Figura 1:
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_Resultados

Entre maio de 2011 e abril de 2013, foram recebidas no Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) 580 amostras de
fezes, isoladas de doentes com gastrenterite aguda. Foram iden-
tificadas como positivas para NoV, 67 (11,6%) amostras, das quais
41 (61,2%) foram genogrupo Il (Gll). As 41 amostras genotipadas
eram provenientes de doentes com idades compreendidas entre
dois meses e 91 anos, sendo 25 (61,0%) do género masculino e 16
(39,0%) do género feminino.

As amostras obtidas entre maio 2011 e abril 2012 (n=22) mostraram
uma grande diversidade de gen6tipos, nomeadamente Gll.1 (1/22)
4.5%, GII.3 (1/22) 4.5%, GI1.6 (1/22) 4.5%, GII.8 (1/22) 4.5%, € com pre-
dominio do gendtipo Gll4 New Orleans 2009 (81.8%, 18/22) (Gréfico
1). A partir de maio de 2012, observou-se uma mudanga do genétipo
circulante. De facto, todas as amostras analisadas (n=19) foram iden-
tificadas como sendo a nova variante Gll.4 Sidney_2012 (Gréfico 1).
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Gréafico 1: 1 Distribuicdo temporal das estirpes de norovirus,
com base no resultado da andlise da genotipagem
da regido A e C, maio 2011- abril 2013.
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_Discusséo e concluséo

Este é um dos primeiros estudos a descrever a circulagdo da nova
variante NoV Gll.4 Sidney2012 em Portugal (8). Esta nova variante,
identificada pela primeira vez na Austrélia em 2012 (%), rapidamen-
te, e devido aos fluxos migratérios, teve uma disseminagao mundial,
tendo sido responsavel por um aumento do nimero de surtos de
gastrenterite em todo o mundo nos Gltimos dois anos 1+ %). Portugal
nao foi excecao, e este estudo comprova a presenga e o0 predominio
da nova variante NoV Gll.4 Sidney2012 desde maio de 2012. No en-
tanto, e por forma a relacionar-se esta estirpe emergente de NoV a
surtos de gastrenterite no nosso pais, sera da maior importancia de-
senvolver um sistema de vigilancia de surtos de toxinfegoes alimen-
tares de &mbito nacional, & semelhanga de outros paises europeus.
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