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RESUMO 
 
 
Os norovírus (NoV) são os m aiores causadores de gastroen terites não -bacterianas em seres 
humanos no m undo todo, incluindo  os casos associados com surtos de origem  alim entar e  
veiculados pela águ a. Os m embros da f amília Caliciviridae são vírus pequenos, não-
envelopados e apresentam genom a de RNA fita sim ples positiva e  poliadenila da. As  
noroviroses também têm sido encontradas em  animais de produção como bovinos, suínos e 
ovinos. A detecção do RNA viral em suínos adu ltos assintom áticos em países da Europa, 
América do Norte, Australásia e Am érica Lati na tem  levantado intere sse na saúde pública, 
como a transm issão zoonótica dos NoV suínos  aos seres hum anos. Embora o papel do NoV 
suíno (PoNoV) ainda não esteja  estabelecido nos países em desenvolvim ento, estudos 
epidemiológicos têm  de monstrado a ocorrência  m undial dessa calicivirose nessa espécie 
animal. Nes te contexto, o objeti vo deste estudo foi detectar No V e m a mostras de fezes de  
animais ass intomáticos em  fase term inação (9-24 sem anas de id ade), em  propriedad es 
suinícolas (n=16) localizadas na cidade de Toledo, Estado do Paraná, Brasil. As am ostras 
fecais (n=112) foram coletadas uma única vez em  forma de pool diretamente das baias nos 
meses de Dezembro (2008) e Junho (2009) e estocadas a 4 oC para posterior investigação. As  
reações de transcrição reversa seguida da reação em cadeia pela polim erase (RT-PCR) foram 
realizadas utilizando primers específicos desenhados para amplificar parcialmente a região N-
terminal do gene que codifica a proteína do capsídeo do PoNoV. Os produtos de PCR 
apresentando 181pb de tam anho esperado foram  purificados e a quantificação do produto 
amplificado foi realizada por m eio de kits comerciais. O MegaBACE TM foi utilizado para o  
sequenciamento, realizado com  os primers forward e reverse. A análise de qu alidade das  
sequências foram obtidas utilizando os software s Phred e CAP3 e a procura de sim ilaridades 
foi realizada com sequências depositadas no GenBank (BLAST). O alinham ento múltiplo e a 
matriz de id entidade f oram obtidas atrav és do program a BioEdit. A á rvore f ilogenética f oi 
reconstruída a partir do algorítimo Neighbor-Joining, baseadas no modelo Poisson correction, 
com 1.000 replicações de bootstrap, utilizando-se o sof tware MEGA 4. Oitenta e oito  
porcento (14/16) dos rebanhos investigados fora m considerados positivos para a presença do 
NV. Além disso, em  51,8% (58 /112) das am ostras fecais foi verificada  a presença do vírus.  
Setenta e dois porcento (5/7) das granjas brasileiras de terminação visitadas em 2008 tinham a 
circulação d o NoV e todas as prop riedades visitadas em  2009 (n=9) foram  considerada s 
positivas pa ra o PoNoV. A anális e f ilogenética de sete sequências perm itiu agrupar se is 
estirpes brasileiras do PoNoV no genogrupo II genotipo 11 (GII-11) e u ma estirpe no GII-19, 
juntamente com outros isolados de PoNoV já caracterizados. Os resultados m ostraram que o 
PoNoV está difundido nos rebanhos suínos incluí dos neste estudo e uma alta frequência de 
infecção foi verificada em ani mais sem diarre ia. Considerando o interesse da saúde pública 
sobre a transmissão zoonótica do PoNoV, esses resultados, obtidos em uma importante região 
brasileira de produção de suínos , evidenciam a importâ ncia de se realizarem  futuros estudos 
epidemiológicos e moleculares em estirpes de NoV de origem suína. 
 
 
Palavras-chave: Suínos. Fezes. Calicivírus. Norovírus. RT-PCR. Sequenciamento. 
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ABSTRACT 
 
 
Norovirus (NoV) is the m ajor cause of hu man non-bacterial gastroenteritis worldwide 
including the cases associated with wate r and food-borne outbreaks. The m embers of 
Caliciviridae family are sm all n on-enveloped virus es with a pos itive sing le str anded 
polyadenylated RNA genome. Noroviruses has also been found in farm animals such as cattle, 
pig and sheep. The detection of viral RNA from  asymptomatic adult pigs in Europe, North 
America, Australasia and Latin Am erica countri es raises public health  concerns such as 
zoonotic transmission of porcine NoV to humans. Although the role of porcine NoV (PoNoV) 
in developing countries has not  been established, epidem iological studies have dem onstrated 
the widespread occurrence of related caliciviruses in these animals worldwide. In this context, 
the aim  of t his study w as to detect NoV in fe cal sam ples of asym ptomatic anim als (9-24 
weeks old) at fattening pig far ms (n=16) located in Toledo, State of Paraná, Brazil. The stool  
samples (n=112) were collected once in pool fo rm directly from pens in December, 2008 and 
June, 2009 and stored at 4 oC for fur ther investigation. Reverse transcription and polym erase 
chain reaction (RT-PCR) assays w ere performed using specific prim ers designed to target a 
partial N-terminal region of the ge ne that c odify the capsid protein of PoNoV.  Pu rification 
and quantification of PCR products were pe rformed with comm ercial kits. MegaBACE TM 

1000 was used for sequencing, which was carried out with PCR forward and reverse prim ers. 
Sequence q uality analy sis was  obtained using Phred and CAP3  sof tware and  s imilarity 
searches were performed with sequences deposited in GenBank using the BLAST. A multiple 
alignment and an identity m atrix were produced in BioEdit. Phylogenetic tree was 
reconstructed using the Neighbor-Joining algori thm based on the Poisson correction m odel, 
with 1,000 replicates of bootstrap using the ME GA 4. A total of eighty-eight percent (14/16) 
of investigated farms were considerate positive for NoV presence. Besides, in 51.8% (58/112) 
of fecal samples was verified virus presence. Seventy-two percent (5/7) of Brazilian fattening 
herds visited in 2008 had NoV circulation and all farm s visited in 2009 (n=9) were  
considerate positiv e for PoNoV. The phylogen etic analysis of seven sequences allowed to  
cluster six wild-type B razilian PoNoV strains in genogroup II genotype 11 (GII-11) and one 
strain in GII-19, close w ith other already char acterized PoNoV isolates. The results showed 
that the PoNoV is widespread in the pig herd s included in this study and a high frequency of 
infection in anim als without di arrhea was verified. Considering the public health concerns 
about zoonotic transmission of PoNoV these resu lts, obtained in an i mportant Brazilian pork-
production region, highlights for the im portance to carry out further epidem iologic and 
molecular studies in NoV strains of the porcine origin. 
 
 
Keywords: Swine. Feces. Calicivirus. Norovirus. RT-PCR. Sequencing. 
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1 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

NOROVÍRUS EM HUMANOS E ANIMAIS 

 

 

1.1 INTRODUÇÃO 

 

 

O norovírus (NoV) é um gênero da f amília Caliciviridae, descrito em seres 

humanos e anim ais. Os  integrantes desta fam ília podem ca usar diversas doenças e lesões e 

acometem ampla variedade de espécies hospedeiras (SCIPIONI et al., 2008). 

Segundo o Com itê Internacional de Taxonom ia Viral (International 

Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV), os calicivírus estão incluídos em quatro gêneros: 

Vesivirus, Lagovirus, Sapovirus e Norovirus. Outros gêneros, provisoriam ente nom eados, 

como Nebovirus (bovinos), Valovirus (suínos) e vírus Tu lane-Me (m acaco rhesus ) foram 

propostos para compor a fam ília Caliciviridae (SMILEY et al., 2002; F ARKAS et al., 2008; 

L'HOMME et al., 2009b). 

Os vesivírus e lagovírus são importantes patógenos em medicina veterinária 

que acom etem suínos, m amíferos m arinhos, gatos, coelhos e lebres. O gênero Vesivirus é 

composto pelo vírus do exan tema vesicular dos suínos (vesicular exanthema swine virus -

VESV), considerado a estirpe protótipo dos ca licivírus (CUBITT, 1996), determ ina lesões 

vesiculares epiteliais. Atualmente, a doença do exantema vesicular dos suínos está erradicada, 

entretanto, o vírus permanece circulante em mamíferos marinhos. Outro importante v esivírus 

é o calicivírus felino feline calicivirus - FCV). O FCV é um  dos principais patógenos do trato 

respiratório de gatos, també m determinando lesões vesiculares, ulcerações no epitélio oral e 

sinais sistêmicos variados (MURPHY et al., 1999). 

Os lagovírus incluem  duas espécies de scritas em  lagom orfos: o vírus da 

doença hemorrágica dos coelhos (Rabbit hemorrhagic disease virus - RHDV) e o  v írus da 

síndrome da lebre m arrom européia (European brown hare syndrome virus - EBHSV). O 

RHDV determ ina um a doença al tamente contagiosa, ocasiona ndo lesões hem orrágicas nos 

pulmões e fígado. A m orbidade e a mortalidade geralmente são altas, sendo observadas taxas 

de 100% e 90%, respectivam ente, em coelhos infectados. As lebres quando são acom etidas 
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pelo EBHSV desenvolvem  sinais clínicos semelhantes aos ocasionados pelo RHDV 

(MURPHY et al., 1999). 

Os m embros dos gêneros Sapovirus e Norovirus são co nsiderados os 

agentes pa togênicos de  m aior im portância inc luídos na f amília Caliciviridae. Ambos estão 

associados com distúrbios entéricos em  seres humanos (VINJÉ et al., 1997; FANKHAUSER 

et al., 1998; CHIBA et al., 2000) e animais (GUO et al., 1999; LIU et al., 1999; van der POEL 

et al., 2000), podendo també m ser identificados em  portadores assintomáticos (WANG et al., 

2005a; WANG et al., 2005b; MONICA et al., 2007). 

Os sapovíru s (SaV) foram prim eiramente descritos em  1976, e m fezes de 

crianças por m eio da vi sualização das part ículas virais em  microscopia eletrôn ica (electron 

microscopy -EM). Quando observados pela EM os SaV apresentam  morfologia típica dos 

calicivírus (for mato de cálice) e, devido às depressões na s uperfície vira l, apa rentam u ma 

"Estrela-de-Davi". A estirpe protótipo do Sa V humano, Sapporo/82, foi id entificada após um 

surto de gastroenterite em  um  orfanato na  cidade de Sapporo, no Japão. Em  1980, o SaV 

suíno foi identificado em am ostras de fezes di arreicas de leitões. Atu almente, os SaV são 

considerados patógenos emergentes que causam diarreia em humanos e suínos, sendo também 

identificado em martas (WANG et al., 2007). 

As noroviroses são a causa m ais com um de surtos de gastroenterite não-

bacteriana em humanos de todas as idades, particularmente crianças, em todo o mundo. Casos 

esporádicos da doença são com umente relatados em am bientes com o restau rantes, escolas, 

creches, hospitais, asilos  e cruzeiro s m arítimos. Dentre a população su sceptível, os  idosos 

estão en tre os m ais aco metidos. Geralm ente, a doença se apresenta de for ma m ais grave 

nesses indivíduos, nos imunocom prometidos e nas crianças. Em  países industrializados, os 

NoV destacam -se com o o segundo agente viral m ais com um de gastroenterite em  crian ças 

menores de cinco anos de idade, ficando so mente atrás do rotavírus (DONALDSON et al., 

2008; World Health Organization - WHO, 2009). 

Além de ser um  dos  principais pa tógenos entéricos de hum anos, os  

norovírus são encontrados nas espécies bovi na, ovina, suína e em ca mundongos (WOODE;  

BRIDGER, 1978; SUGIEDA et al ., 1998; WOBUS et al., 2006; WOLF et al., 2009). Casos 

de diarreia em bezerros  têm sido relacion ados com infecção experim ental do vírus, em bora 

alguns surtos estejam  igualm ente associados com distúrbios entéricos em anim ais jovens 

(WOODE; BRIDGER, 1978; BRIDGER et al., 1984). Diferentemente, a importância do NoV 

no desenvolvimento de diarreia em suínos ainda não foi estabelecida (WANG et al., 2007). O 

NoV murino (murine norovirus - MNV) se caracteriza por se r um dos patógenos m ais 
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prevalentes em  ca mundongos de laborató rio e determina infecção sistêm ica e sinais de 

inflamação em  diferentes tecidos (pulm ão, fí gado, pleu ra e peritôn io) em  linhagens de 

animais im unodeficientes (WOBUS et al., 2006;  SCIPIONI et al., 2008). Ao contrário do 

calicivírus humano, o MNV é o único NoV que se replica em cultivo celular, indicando que o 

camundongo pode ser utilizado co mo modelo expe rimental para a m elhor investigação do 

vírus. Atualmente, estudos estão sendo conduzidos  com o objetivo de se avaliar os m odelos 

de infecção  para o No V hum ano. Dentre eles,  estão inclu ídos os estu dos com  bovinos e 

suínos, apesar da limitação das pesquisas devido a não propagação do vírus em cultivo celular 

(WOBUS et al., 2006). 

Por fim , há questionamentos do im pacto das noroviroses anim ais sobre a 

saúde pública. A descoberta de  calicivírus geneticamente semelhantes aos NoV hum anos em 

animais dom ésticos indica a possibilid ade de que algum as espécie s de anim ais dom ésticos 

possam atuar com o reservatório do vírus para seres hum anos, assim como a sua transm issão 

zoonótica (WOBUS et al., 2006). 

 

 

1.2 HISTÓRICO 

 

 

O estabelecimento da et iologia viral pa ra algumas gastroen terites em seres 

humanos ficou prejudicado durante décadas devido a não propagação de alguns agentes virais 

em cultivo celular (GREEN, 2007). Em 1929, Zahrosky fez a primeira descrição da doença do 

vômito de inverno (winter vomiting disease), doença até então de etiologia desconhecida que 

era caracterizada por episódios de vômito autolimitante e diarreia, apresentando picos durante 

os m eses mais frios. Som ente e m 1972, Kapiki an e colaboradores descobriram  a etiologia 

desta síndrom e por m eio de imunomicroscopia eletrônica (immune electron microscopy -

IEM). As a mostras de f ezes analisadas eram de voluntá rios desafiados com  filtrados fecais,  

provenientes de um grupo de estudantes afetados  por gastroenterite em  uma escola na cidade 

de Norwalk, Ohio (EUA), em 1968. As partícul as virais  foram  precipitadas em  reações  

antígeno-anticorpo a partir de soro de um  indivíduo convalescente que adoeceu após 

inoculação com filtrado fecal. Com base nas características morfológicas das partículas virais 

visualizadas em  IEM, os NoV apresentam  morfologia arredondada em  sua superfície, 

medindo 27 nm  de diâm etro (ADLER; ZICK L, 1969; K APIKIAN e t al., 1972). Algum as 

tentativas de propagação do agente em  cultivo celular ou cultura de órgãos não obtivera m 
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sucesso. A partir dessas descobe rtas iniciais, o vírus se tor nou a estirpe protótipo para um 

grande grupo de vírus não cultiv áveis, inicialmente denominados norwalk-like virus ou small 

round structured virus (SRSV), conhecidos atualmente como norovírus (GREEN, 2007). 

Estudos anteriores sugeriram  a classi ficação prelim inar dos NoVs com o 

agentes parvovirus-like, devido às sem elhanças entre os dois agentes na densidade das 

partículas, no tamanho relativo e na estab ilidade dos vírions em ácidos e éter (DOLIN et al., 

1972; KAPIKIAN et al., 1973). Entretanto, Greenberg et al. (1981) verificaram  

compatibilidade com os calicivírus ao estudar o tamanho e estrutura das proteínas dos vírions. 

Em 1987, com plementou-se essa n ova classificação  ao id entificar sim ilaridade antigên ica 

entre calicivírus humanos e os NoV. A avaliação de anticorpos em seres humanos por meio da 

técnica de radioim unoensaio (radioimmunoassay - RIA) reforçou o conceito que o NoV 

pertencia à família Caliciviridae (CUBITT et al., 1987). Som ente em 2002, os vírus Norwalk 

(NoV) e Norwalk-like foram designados membros do gênero Norovirus (MAYO, 2002). 

Desde a sua identificação nos anos  70, o progresso da caracterização 

molecular do NoV tem  sido lim itado pela im possibilidade para o seu isolam ento a partir de 

procedimentos de rotina. Entretanto, a clonagem e o sequenciamento completo do genoma do 

vírus permitiram grandes avanços no estudo do vírus (JIANG et al., 1993; XI et al., 1990). 

Calicivírus entér icos g eneticamente sem elhantes aos NoV hum anos têm 

sido detectados em  bovinos e suínos. Dent re os calicivírus entéricos bovinos (bovine enteric 

calicivirus - BEC) existem  dois genotipos do NoV bovi no que são representados pelas 

estirpes Newbury Agent-2 (New bury2/76/UK) e Jena Agent (J ena/80/DE), am bos 

visualizados por EM. A estirpe New bury Agent-2 foi identif icada no Reino Unido em  1976, 

juntamente com  Ne wbury Agent-1, em  a mostras diarreicas de bezerros gnotobióticos, 

experimentalmente infectados com SRSV. Poré m, os vírus m ostraram ser antigen icamente 

distintos um do outro (WOODE; BRIDGER, 1978). A estirpe Jena Agent, foi identificada em  

fezes diarreicas de bezerros recém  nascidos na Alemanha (GUNTHER; OTTO, 1987). Outro 

BEC descrito é a estirpe Nebraska (NB), identif icada nas fezes de um bezerro em um rebanho 

leiteiro dos EUA, e m 1980. Filtrados fecais contendo esta estirpe,  quando inoculados 

oralmente em bezerros gnotobióticos, ocasionaram diarreia (SMILEY et al., 2002). 

A primeira detecção do NoV suíno (PoNoV) ocorreu no Japão, onde o RNA 

viral foi encontrado em  conteúdos cecais de an imais saudáveis. A caracterização das estirp es 

detectadas por Sugieda et al. (1998), denominadas Sw43/97/JP e Sw918/97/JP, confirmou que 

os isolados suínos eram  geneticam ente si milares a outras estirpes de NoV hum anos 

(SUGIEDA; NAKAJIM A, 2002). Considerando os estudos até então re alizados, não há 
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associação da presença do vírus e o desenvolvimento de sinais clínicos em suínos adultos. Por 

esse motivo, a importância da infecção pelo PoNoV foi subestim ada, desde a sua descoberta, 

nesta espécie animal (WANG et al., 2006). 

 

 

1.3 CARACTERÍSTICAS GERAIS 

 

 

Os m embros do gênero Norovirus são vírus pequenos, com  diâ metro 

variando entre 27 e 40 nm e apresentam  capsídeo não envelopado, de form ato arredondado e 

simetria icosaédrica T=3 (ICTV, 20 09). O geno ma dos norovírus é con stituído de RNA f ita 

simples, lin ear, com  polar idade po sitiva, polia denilada na  extrem idade 3' , com  7,5 kb de 

tamanho. Supõem -se que o genom a viral possu a um a proteína ligada covalentem ente, 

denominada VPg (genome-linked viral protein) (XI et al., 1990). Apesar da existência da VPg 

não estar comprovada para os NoV, alguns auto res citam sua importância para a transcrição, 

podendo também estar envolvida no início da tradução do RNA viral (DAUGHENBAUGH et 

al., 2003; D ONALDSON et al., 2008). Os vírions  possuem densidade e m cloreto de césio 

(ClCs) de 1,36-1,41 g cm-3 (ICTV, 2009). 

As partículas virais mantêm a infectividade em pH 2,7 por até três horas em  

temperatura ambiente. A viabilidade tam bém é verificada após o tratam ento com éter 20%, a 

4°C durante 18 h ou ainda à incu bação a 60 °C por 30 m in. Os NoV são resistentes à 

inativação após tratam ento com  3,75 a 6,25 mg/L  de cloro, concen tração enco ntrada em  

sistemas de distribuição de água. Entretanto, os vírions são inativados após tratamento com 10 

mg/L de cloro, concentração utilizada em  águas onde foi detectada algum  tipo de 

contaminação (GREEN, 2007). 

O genom a do NoV é organizado em tr ês jan elas abe rtas de leitur a (open 

reading frames - ORFs) (Fig.1). A ORF 1 codifica um a poliproteína com  aproximadamente 

200 kDa que é autoclivada por um a protease de origem viral denominada proteinase cisteína 

(Pro). Esta clivag em dá origem  a se is proteínas não-estruturais: i) NH 2-terminal (p48), que 

pode ter importante f unção no transporte de  proteínas no m eio intracelular; ii) 2C -like 

trifosfatase de nucleosídeos (NTPase); iii) proteína p20, de 20 kDa e 3A-like, que podem estar 

envolvidas no transporte de subs tâncias da m embrana celular e que participam da replicação 

viral; iv) VPg; v) 3C -like proteinase cisteína e vi) 3D -like RNA polimerase RNA dependente 

(RpRd). As ORFs 2 e  3 codificam, respectiv amente, duas proteínas estruturais: VP1, a  



 19

principal proteína do capsídeo; e VP2, um a proteína estrutural básica que é responsável pelo 

empacotamento do genom a nos vírions ( ETTAYEBI; HARDY, 2003; DONALDSON et al., 

2008). 

A expressão de proteínas do capsídeo em  células de inseto s infectadas com 

baculovírus recom binantes resulta na m ontagem da pr oteína do NoV e m partículas 

semelhantes a vírus (virus-like particles - VLPs) vazias (JIANG et al., 1992; W HITE et al., 

1997). Morfologicamente, as VLPs são sim ilares às partículas nativa s, quando visualizadas 

em microscopia eletrônica. 

O RNA genômico da estirpe Norwalk virus pode ser expresso em células de 

mamíferos e é capaz de se replicar. Nesse sist ema, ocorre a tradução de proteínas não-

estruturais requeridas para a replicação vira l e transcrição do RNA sub genômico (JIANG et  

al., 1993; ASANAKA e t al., 2005). Além da estirpe Norwalk, sugere-se que o NoV m urino 

seja capaz de sintetizar RNA subgenôm ico (WOBUS et al., 2004). A r egião de junção RpRd-

capsídeo no s m embros da f amília Caliciviridae contém um  sítio altam ente conservado, d e 

aproximadamente 20 nucleotídeos, nas m oléculas de R NA genômico e subgenôm ico 

facilitando a ocorrência de recom binação entr e estirpes de NoV de um m esmo genogrupo  

(KATAYAMA et al., 2002). 

 
Figura 1 – Fonte: Green et al., (2007); Donaldson et al., (2008). Organização genômica dos norovírus, 

baseada na e stirpe hu mana GI  Norwalk virus ou NV (Hu/Norwalk/68/US, núm ero d e 
acesso GenBank M87661) . Esquema do genom a completo do NV na direção 5'—3' , onde 
os números representam a posição dos nucleotíd eos e Poli A, a extre midade poliadenilada. 
VPg: proteína ligada ao genoma; A ORF1 codifica uma poliproteína que é autoclivada e d á 
origem a seis proteínas n ão estruturais: proteí na 48 (p48); trifosfatase de nu cleosídeos 
(NTPase); proteína p20 ( p20); VPg; proteinase ci steína (Pro); RNA poli merase RNA 
dependente (Pol). A ORF2 codifica a principal proteína estrutural de capsídeo, VP1, que 
por sua vez é dividida em  um domínio mais conservado, denominado Shell (S) e u m mais 
variável, chamado Protuding (P). O domínio P ainda é subdividido em subdomínios P1e 
P2. Um a reg ião em  dobradiça, flexível (H inge) está localizad a entre o d omínio S e o 
subdomínio P1. A ORF3 codifica uma proteína estrutural básica, VP2. 
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Estudos de criom icroscopia eletrônica revelaram que a proteína VP1 form a 

dois domínios denominados Shell (S) e Protuting (P). O domínio S localiza-se na porção mais 

interna do capsídeo que com preende a região NH2-terminal (N) e é relativam ente conservada 

entre as sequências comparadas de NoV. O dom ínio P é formado pelos subdomínios P1 e P2, 

ambos situados na região C-terminal da proteína do capsídeo. O subdomínio P2 corresponde a 

porção da VP1 de m aior variabilidade entre sequ ências de NoV hum anos, além de conferir 

especificidade antigênica e interação do vírus com a célula hospedeira (GREEN, 2007). 

 

 
Figura 2 – Fonte: (A e B): At mar; E stes, (2001); (C e D): Hut son et al., (2004). Visualização do 

Norwalk virus (NV). Micrografias eletrônicas do NV e m material fecal (A ) e  partículas 
virais-like (VLPs) expressas em sistema de bacu lovírus (B); Vist a detalhada da  estrutura 
do capsídeo através de crio-microscopia eletrônica e cristalograf ia: Repres entação da  
subunidade do capsômero do NV reco mbinante, organizada em domínios e sub domínios 
(C). A porção N terminal, localizada no domínio Shell, é a região  que tem contato com a 
face interior  do capsídeo e, juntame nte co m o domínio Shell, manté m a estrutura  
icosaédrica vírica; Representação da superfície do vírus recombinante (D). 

 

 

1.4 CLASSIFICAÇÃO 

 

 

Os NoV form am um grupo geneticam ente e antigenicam ente diverso 

(PRINGLE, 1999). Para a obtenção de um a c lassificação padronizad a dos NoV, estudo s 

verificaram a habilidade de dife rentes vírus em induzir imunidade cruzada. Por meio de IEM, 

partículas virais excretadas nas  fezes e so ros de indivíduos infectados foram utilizadas com o 

fonte de antígenos e an ticorpos, respectiv amente, para a realização de testes im unológicos. 

Assim, os resultados obtidos pelos desafios cruz ados foram utilizados por pesquisadores para 

a classificação de estirpes hum anas de NoV, sendo observados diferentes sorotipos 

(KAPIKIAN, 1994). Entretanto, essa classifica ção possui baixa precisão devido à reatividade 

cruzada dos anticorpos (ANDO et al., 2000). A s orotipagem baseada na neutralização não foi 
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possível devido a falta de um sistem a de cu ltivo ce lular para a amplif icação do vírus 

(DUIZER et al., 2004). 

Consequentemente, a reação  em cad eia da polim erase precedida  de 

transcrição revers a (RT-PCR) e o sequenciam ento genôm ico se tornaram  as principais 

ferramentas para a caracterização  de diferentes  estirpes de NoV. De acordo com  Vinjé et al.  

(2004) existem quatro diferentes regiões genôm icas (A-D) que são utilizad as para a detecção 

e genotipagem dos NoV. A região A tem  como alvo o gene da polim erase; oligonucleotídeos 

iniciadores (primers) desenvolvidos para regiões conserva das do genom a, como a  porção 3'  

da ORF1 (região B) e porção 5'  da ORF2 (região C) também são utilizados para a detecção; a 

região D com preende os subdom ínios P1/P2 - a porção m ais variável da V P1 - e, 

consequentemente, é a região ideal para a genotipagem do vírus. A pesar disso, estudos  

também demonstram que o dom ínio N-terminal/s/e// da proteína do capsídeo (região C) te m 

sido utilizado para a classificação preliminar dos NoV. 

Ao analisarem 164 sequências com pletas da proteína do capsídeo, Zheng et 

al. (2006) p ropuseram uma padronização para a classificação  e nom enclatura de estirpes de 

NoV de dife rentes hospedeiros em  um nível abaixo de gênero. O alinham ento de se quências 

de aminoácidos baseadas nas estruturas em  3D de proteínas do capsídeo foi analisado pelo 

método pairwise distance ana/ysis e a inferência filogética baye siana foi utilizad a com base 

na veross imilhança. Com  este critério, a cl assificação do s NoV ficou definida em : (1) 

estirpes,*(2) c/usters ou genotipos e (3) genogrupos (G ). Com  bas e nesse critério de 

classificação as 164 seq uências foram  distri buídas em  29 genotipos sendo 8 genotipos no  

genogrupo GI, 17 no GII, 2 no GIII e 1 nos genogrupos GIV e GV. 

Os genogrupos GI, GII e GI V compreendem estirpes virais encontradas em 

seres hum anos (GREEN et al., 2000; VI NJÉ; KOOPM ANS, 2000; FANKHAUSER et al., 

2002); o genogrupo GIII inclu i os  vírus iden tificados em bovinos (ANDO et a l., 2000; 

OLIVER et al., 2003; van der POEL et al., 2003); e o genogrupo GV inclui as estirpes virais 

detectadas em ca mundongos (KARST et al ., 2003; HSU et al., 2007;). A partir do 

sequenciamento parcial do genoma, os Po NoVs foram  c lassificados no genogrupo GII 

(SUGIEDA; NAKAJIMA, 2002) que abriga estirpes  virais de origem  humana. Outros NoV 

de origem  anim al (leão e cão) foram  cl assificados com o m embros do genogrupo GIV, 

juntamente com estirpes humanas (MARTELLA et al., 2007, 2008b) (Figura 3). 

Ao contrário dos NoV hum anos, o Po NoV parece ser m enos variável 

geneticamente. As estirpes de Po NoV foram incluídas em  três clusters pertencentes ao GII,  

genogrupo que tam bém contém as estirpes m ais comumente encontradas e m seres hum anos: 
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i) GII.11, que inclui a estirpe protótipo, Po /Sw918/97/JP; ii) GII.18, genotipo m ais próximo 

de estirpes humanas; e iii) GII.19, considerada potencial recombinante da estirpe suína GII.11 

Sw43, quando analisadas pelo m étodo RIP (recombination identification program). Como 

todas as estirpes de PoNoV, caracterizadas at é o momento, foram agrupadas somente nos três 

genotipos descritos anteriorm ente, sugere-se que essas estirpes tenham se adaptado e sua 

ocorrência seja restrita aos suínos (WANG et al., 2005a; L'HOMME et al., 2009a). 

A caracterização m olecular das estirp es bovinas de NoV (J ena e Newbury  

Agent-2) sugeriu m aior proximidade genética aos NoV humanos perten centes ao GI, do que 

com estirpes hum anas do GII (L IU et al., 1999;  DASTIERDI et al., 19 99; van der POEL et 

al., 2000). Pesquisas posteriores estabeleceram que os NoV bovinos formavam um genogrupo 

distinto (GIII),  gene ticamente distante d e es tirpes hum anas, des considerando a ssim seu 

potencial zoonótico (A NDO et al., 2000; OL IVER et al., 2003; SMILEY et al, 2003; 

SCIPIONI et al., 2008). Ando et al. (2000) propuseram a for mação de dois clusters 

geneticamente distintos de BECs ba seados na  análise de pequenas regiões do capsídeo das 

estirpes Jena (GIII.1) e Newbury agent-2 (GIII.2). 

Diferentemente, a caracterização da es tirpe bovina Nebraska revelou ser um 

potencial protótipo d e u m novo gênero na fam ília Caliciviridae, mais próxim o dos SaV e 

lagovírus (SMILEY et al., 2002). Outro m embro proposto para a formação deste novo gênero 

é o agente Newbury-1 (OLIVER et al., 2006), porém  esta classi ficação ainda não f oi aceita 

pelo ICTV. 
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Figura 3 – Reconstrução de árvore filogenética e m Neighbor-Joining, baseada em sequências de 252 

aminoácidos do gene que codifica a VP1 dos membros da família Caliciviridae. Utilizou-se 
o modelo Poisson correction para o cá lculo das distâncias e os v alores de confiança nos 
nodos foram obtidos pela análise de 1.000 replicações de bootstrap. 
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1.5 TRANSMISSÃO E PATOGENIA 

 

 

A transmissão dos NoV hum anos ocorre predominantemente pela via fecal-

oral. A contaminação fecal em alimentos, água, fômites e o contato direto (pessoa-pessoa) são 

responsáveis pela ocorrência da m aioria dos surt os de gastroenterite determ inados por este 

vírus. Os alimentos podem estar contaminados com partículas virais desde a sua produção ou 

colheita, como no caso de ostras, ou são contam inados no local da preparação, por m eio da 

manipulação por pessoas infectadas. Altas taxas de ataques secundários (>30%) entre pessoas 

que tiv eram contato co m indivíduos infectado s levam  a amplificação  do surto em  lugares  

onde há aglomeração humana. Além disso, a infecção contínua é um resultado da dificuldade 

de eliminação do vírus pela alta resistência a desinfetantes e pela baixa dose infectante (<10 a 

100 vírions) (ATMAR; ESTES, 2006) . Estudos experimentais sugerem que a transm issão de 

partículas virais presentes em  aerossóis or iginados pelo vôm ito també m pode  ocorrer 

(GREEN, 2007). 

O período de incubação (PI) após exposi ção ao NoV é curto, variando entre 

24 e 48 h. Os sintom as da infecção incluem  diarreia, vômito (sinal característico em surtos), 

náusea, anorexia, dor abdominal e febre. Entretanto, infecções assintomáticas ocorrem em 1/3 

dos indiv íduos infectad os experim entalmente. A duração da doença é curta (12 a 60 h) e 

autolimitante, porém pacientes imunossuprim idos pode m apresentar diarreia crônica e 

excretar o vírus durante meses ou anos (ATMAR; ESTES, 2006). 

A patogenia das noroviroses em  seres hum anos e anim ais não está 

totalmente esclarecida. Estudos anteriores com NoV, realizados em  voluntários, indicaram 

que as  células-alvo para a re plicação do vírus são, principalm ente, os enterócitos da porção 

proximal do intestino, ocasionando  diarreia por m á absorção. As lesões histopatológicas 

determinadas pela infec ção do NoV hum ano (GI- NoV e GII- Hawaii) em jejuno, incluem  

atrofia nas vilosidades intestinais, desarranjo das células epiteliais intestinais, hiperplasia das 

células da cripta, vacuolização citoplasmática e infiltrado inflamatório mononuclear na lâmina 

própria (DOLIN et al., 1972; AGUS et al., 1973; DOLIN et al., 1975). 

Na tentativa de cultivo do NoV huma no, Straub et al. (2007) dem onstraram 

a infecção  e rep licação dos No V em  um  modelo o rganoide tridimensional do  epitélio  

intestinal humano. A pa rtir desse modelo, novos  experimentos poderão ser realizados com o 

objetivo de acessar os mecanismos envolvidos na patogenia e imunidade do vírus. 
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Recentemente, estudo s relataram diferentes  susceptibilidades entre 

indivíduos para a infecção pelo NoV hum ano, dependendo do fenótipo de antígenos dos 

grupos sanguíneos (histo-blood group antigens - HBGAs), atuando assim  com o r eceptores 

para o vírus (HUTSON et al., 2004; CHEETHAM, 2006). 

Os HBGAs com põem um  com plexo de  carboidratos que se ligam  à  

glicoproteínas ou glicolipídeos que estão presentes em hemácias, células epiteliais de mucosas 

ou estão livres em  fluidos biológicos com o sangue, saliva, conteúdo inte stinal e leite. Fora m 

descritos três padrões de ligação distintos pa ra os NoV: sistem as ABO(H), Lewis e estatus 

secretor. Es ses antígen os são sintetizado s pela adição seq uencial de monossacarídeos aos 

precursores dos antígenos pela ação de glicosiltransferases q ue são controladas por genes das 

famílias dos  sistem as ABO(H), Lewis e es tatus secretor (MARIONNEAU et al., 2001). O 

gene FUT2 codifica uma glico siltransferase qu e dete rmina o fenótipo secretor (Se) de um 

indivíduo. Quando ativada (Se+), esta enzim a controla a expressão dos antígenos ABO(H)  

presentes em células epiteliais. Portanto, um indivíduo do fenótipo O representa o precursor H 

sem a adição de carboidratos; então a presença do antígeno H e a ausência dos antígenos A ou 

B correspondem ao fenótipo O (RAVN; DABE LSTEEN, 2000). Os indivíduos do fenótipo O 

apresentam maior susceptibilidade à infecção pelo NoV quando com parados aos in divíduos 

de grupo sanguíneos A e B. Um  estudo com voluntários Se+ infectados com NoV (GI) 

demonstrou serem  40 vezes m ais susceptíveis  à infecção por NoV do que indiv íduos não 

secretores (Se-) (LINDESMITH et al., 2003). 

A importância do NoV  como agente causa dor de diarreia em suínos ainda 

não está totalm ente esclarecida. Apesar da escassez de pesquisas e nvolvendo a patogenia do 

vírus nessa espécie, verificou- se distribuição similar dos HB GAs em tecidos suínos quando 

comparados aos padrões de expressão descrito s previam ente em  seres hum anos. Os suínos 

infectados com estirpes de NoV humano (GI. 1 e GII.4 ) apresentaram antígenos A e H tan to 

na mucosa oral quanto na m ucosa intestinal  (CHEETHAM  et al., 2007).  Tian et al. (2007) 

verificaram ligação de VLPs humanas (GI e GII) aos HBGAs de lavados c elulares de epitélio 

gastrointestinal de origem  suína. Em  outro estudo, contudo, VLPs da estirpe protótipo suína 

Sw918 não se ligaram aos HBGAs presente s em saliva hum ana, indicando que outros 

receptores possam  estar envolvid os. Sabe-se que a m aioria dos HBGAs são espécie-

específicos, embora epítopos em comum possam existir (FARKAS et al., 2005). 

Cheetham et al. (2006) observaram  diarreia branda e auto limitante em 74% 

dos suínos infectados com  NoV hum ano (GII .4 HS66). O PI variou  entre 24 e 48 h e a 

diarreia foi de curta du ração (1 a 3 dias).  Por meio da técnica de RT-PCR verifico u-se que o 
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período de excreção do vírus nas fezes é curto  (1 a 4 dias). Esses ach ados são sim ilares aos 

descritos em  humanos  infectados voluntariam ente, exceto pelo fato dos sinais clínicos 

desenvolvidos pelos suínos não serem graves. O antígeno viral foi detectado no citoplasma de 

células do intes tino delgado, porém as lesões  histop atológicas (atro fia m ultifocal das  

vilosidades intes tinais, enteró citos inf ectados com  baixa morfologia colunar e edem a de  

lâmina própria duodenal), ocorreram e m baixa frequência (1/7) e f oram consideradas de 

pequena intensidade. Outro achado deste experimento foi o aumento do número de enterócitos 

apoptóticos. 

Assim como em humanos, os BECs tam bém se replicam nos enterócitos do 

intestino delgado (HALL et al., 19 84). Após infecção exp erimental d as estirpes bovinas 

Newbury agent 1 e 2 em bezerros gnotobióticos, foram observados sinais clínicos co mo 

enterite n ão-hemorrágica, diarreia,  m á absorção de D-xilose e ano rexia em  ambas as 

infecções, sendo mais branda nos anim ais inoculados pelo agente 2 (B RIDGER et al., 1984). 

Os sinais clínicos foram m ais graves no jej uno dos anim ais com três sem anas de idade. Em 

outros estudos, lesões h istopatológicas das infecções experim entais das  estirpes  Nebraska e 

Jena em  bezerros gnotobióticos, revelaram  atrofi a das vilosidades de células epiteliais do 

duodeno e jejuno e lesões menos intensas no íleo (SMILEY et al., 2002; HAN et al., 2006). 

De todos os potenciais m odelos expe rimentais estudados para o m elhor 

entendimento da patogenia das noroviroses, o único norovírus que se replica in vitro é o NoV 

murino (M NV). Este a gente s e re plica em  macr ófagos e células dendríticas derivadas de 

culturas de células de m edula óssea e em  linhagens de macrófagos de cam undongos (RAW 

264.7) (WOBUS et al., 2004). Camundongos knockout para os genes RAG2 (recombination-

activating gene) e STAT-1 (signal transducer and activator of transcription 1), (RAG2 -

/STAT1-), quando infectados com a estirpe M NV-1, revelaram  tropism o por células 

hematopoiéticas (macrófagos e células dendrític as) e desenvolvim ento de doença sistêm ica. 

Os sinais clínicos incluem pneumonia, hepatite, encefalite e vasculite em capilares do cérebro 

e pode m se r observado s m esmo quando a inoculação in tracerebral é passada seriadam ente 

(KARST et al., 2003; WOBUS et al., 2006; SCIP IONI et al., 2008). Foi dem onstrado ainda 

que o NoV m urino é capaz de infectar  naturalm ente ca mundongos selvagens e 

imunodeficientes. A infecção também ocorre após a inoculação oral ou intranasal. Entretanto, 

apesar de o utras es tirpes de MN oV já terem  sido iso ladas das fezes (d iarreicas ou  não) de 

camundongos infectados, ainda não está definido se esse vírus é um patógeno entérico efetivo 

nesta espécie animal (HSU et al., 2005; WOBUS et al., 2006). 
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1.6 IMUNIDADE 

 

 

A i munidade e a susceptibilidade do hospedeiro para as noroviroses são 

pouco conhecidas e o p adrão de resposta im une parece ser diferente do  observado em outras 

viroses (MATSUI; GREENBERG, 2000). As prim eiras pesquisas envolvendo a resposta 

imune dos indivíduo s acom etidos pelo NoV fora m realizadas por m eio de infecções em 

voluntários ou pela obs ervação d e indivíduo s acometidos em  surtos da doença (GREEN, 

2007). 

Adultos experim entalmente infectados com Norwalk virus apresentaram 

dois padrões de resposta im une após desafios  seriados. Um período curto, determ inado pela 

imunidade sorotipo-específica para o vírus e out ra resposta, com  imunidade mais duradoura. 

Voluntários que desenvolveram  a doença clínic a apresentaram  o período curto de resposta, 

permanecendo resistentes à infecção durante 6 a 14 se manas após o segundo desafio com a  

estirpe hom óloga. Entretanto,  a infecção com  a es tirpe Hawaii determinou a enfer midade 

nesses m esmos voluntários (W YATT et al., 1974) . A resposta de duração prolongada foi  

proposta por Parrino et al. (1977 ) que verificaram diferentes padrões de infecção e resistência 

em indivíduos desafiados com  o Norwalk virus. O grupo de pessoas que não demonstrou 

sintomatologia após o p rimeiro desafio perm aneceu resistente depois da reinfecção (31 a 34 

meses após o prim eiro desafio). Em  contra ste, os voluntários do entes vo ltaram a ter 

sintomatologia entérica após novo desafio (27 a 42 meses de intervalo). Este estudo tam bém 

relatou a existência de um  paradoxo ao avaliar os  altos níveis de anticorpos detectados em 

voluntários doentes e não rela cionarem com resis tência à enfer midade, m esmo após a 

reinfecção. A mesma observação também foi verificada em estudos voluntários subsequentes 

(OKHUYSEN et al., 1995). 

As respostas com  anticorpos isoti pos IgM  e  IgG sé ricos e em  saliva,  

juntamente com a secreção de anticorpos IgA n as fezes (sIgA) de voluntários infectados com 

NoV humano, têm sido estudadas p ara acessar a imunidade à infecção. Em bora a sIgA fecal  

seja utilizada como marcador para a infecção  sintomática e haja  correlação com  altos título s 

séricos de IgA, há estudos que não verifica ram coproconversão em  voluntários desafiados 

com o No V (OKHUYSEN et al., 1995). O utro exemplo é a pesquisa realizada com  a  

utilização de prim atas não-humanos para in fecção experimental de NoV hum ano, onde não 

foi observado soroconversão (ROCKX et al., 200 5), com exceção de um animal que excretou 

o vírus por tempo prolongado. 
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Pesquisas recen tes com  MNoV s ugerem que a imunidade inata,  

especificamente as res postas im unes interferon (IFN)- e STAT-dependentes  p odem ser 

responsáveis pela rápida recuperação de indivíduos infectados com o NoV hum ano. A 

indução de doença em  ca mundongos im unocomprometidos sugere que hum anos c om 

deficiência na resposta im une inata podem de senvolver norovirose com  sintomatologia mais 

grave. Além  disso, a variação  genética dos HBGAs para as  noroviroses é um  fator que  

condiciona a maior susceptibilidade à enfermidade (WOBUS et al., 2006). 

Estudos que relatam  a imunidade aos cal icivírus entéricos são escassos em 

qualquer espécie. Suínos desafiados com a estirpe humana HS66, apresentaram baixo título de 

anticorpos e de célu las secretoras de anticorpos dos isotipos IgM, IgG e IgA tanto na m ucosa 

intestinal quanto sérico. Apenas 65% dos an imais soroconverteram para IgA ou IgG ou para 

ambos os isotipos (SOUZA et al., 2007). Es te m esmo estudo revelou que os anim ais 

inoculados apresentaram níveis elevados de IFNa no conteúdo intestinal. 

 

 

1.7 DIAGNÓSTICO 

 

 

O diagnóstico laboratorial do NoV humano e animal incluem as técnicas de 

detecção d e partícu las víricas  intactas  (EM) e do RNA vira l (RT-PCR). Ensaios 

imunoenzimáticos, como por exemplo, ELISA, são capazes de detectar o antígeno viral ou 

ainda anticorpos, sendo ambas as técnicas associadas com a produção de VLPs recombinantes 

(WANG et al., 2007). Atualm ente, o desenvolvim ento de outras técnicas para a detecção e 

quantificação do RNA viral por meio da PCR em tempo real já foi descrito tanto para estirpes 

virais de origem humana (TRUJILLO et al ., 2006) quanto suína (CHEETMAN et al., 2006) e 

bovina (WOLF et al., 2007). 

 

 

1.7.1 Microscopia Eletrônica 

 

 

A EM direta é um  m étodo que perm ite a detecção de vírus entéricos e m 

amostras fecais e requer uma concentração viral de pelo menos 106 partículas/mL de amostra, 

sendo considerada um a técnica de baixa sens ibilidade. Aliado a i sso, os NoV que não 
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apresentam m orfologia típi ca dos calicivírus pode m ser confundidos com  out ros vírus 

pequenos e arredondados (ex: picornavírus, en terovírus e astrovírus), devendo tam bém se r 

diferenciados de m aterial de origem  não vi ral (ATMAR; ESTES et al., 2001; WANG et al., 

2007). Variantes da técnica de EM, com o a IE M (KAPIKIAN et al., 1972) e IEM de fase 

sólida (DASTJERDI et al., 1999 ) tam bém pode m ser empregadas para a iden tificação d o 

NoV. O m étodo de IE M permite a avaliação  da resposta sorológica ao  antígeno viral e sua 

utilização pode aumentar em 10 ve zes a sensibilidade da EM direta. Já a especificidade pode 

variar dependendo de qualidade do antissoro em pregado. Entretanto, essa s técnicas utilizam  

equipamentos de alto custo e exigem recursos humanos especializados para a execução. Outro 

fator que lim ita a sua realização  é o longo te mpo despendido para a av aliação de u ma única 

amostra (WANG et al., 2007). Com isso, tanto a EM quanto a IEM são utilizadas apenas com 

o objetivo de pesquisa e não na rotina de diagnóstico. 

 

 

1.7.2 ELISA 

 

 

O ELISA baseado na detecção do antígeno viral utiliza antissoro obtido pela 

imunização com  as VLPs e m cam undongos, co elhos ou porquinhos-da-índia. O soro 

hiperimune dem onstrou ser altam ente específi co para estirpes hom ólogas de NoV hum ano 

pertencentes ao m esmo genotipo (GRAHAM et  al., 1994). Consequentem ente, a alta  

especificidade desta técnica constitui um a desvantagem para os estudos epidem iológicos que 

necessitam de testes de triagem devido a alta variabilidade entre as estirpes de NoV humano. 

A produção  de VLPs do PoNoV (Sw918) perm itiu o des envolvimento de 

ELISA indireto para a detecção  de anticorpos. Entretanto, Fa rkas et al. (2005) verificaram 

reação cruzada entre a estirp e Sw918 e os anticor pos contra as estirpes  humanas de NoV do 

GII (genotipos 1 - Hawaii e 3 - Mexico). Contudo, a técnica de ELISA indireto se m ostra 

mais reativa em  compa ração ao E LISA direto , facilitando  o diagnóstico das noroviroses 

humanas causadas por vírus heterólogos (ATMAR; ESTES, 2001). 
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1.7.3 RT-PCR 

 

 

A técnica molecular RT-PCR tem se tornado um dos principa is m eios 

diagnósticos para a detecção de NoV hum ano, animal e em a mostras am bientais. Duas 

estratégias têm sido comum ente utilizadas pa ra a identific ação dos PoNoVs: a prim eira é o 

emprego de oligonucle otídeos iniciadores (primers) específicos para estirpes v irais des ta 

espécie animal. A segunda, é a utilização d e primers que amplificam regiões conservadas de 

genes dos calicivírus (NoV e Sa V) de estirpes hum anas e de out ras espécies animais. Vários 

fatores afetam a sensibilidade e especificidade da RT-PCR, como por exemplo, a qualidade da 

amostra, o m étodo de extração e purificação  do ácido nucléico ut ilizado, a seleção dos 

primers e o  m étodo de confirm ação da especifi cidade dos am plicons (ATMAR; ESTES, 

2001; WANG et al., 2007). 

A maioria dos primers utilizados atualmente foram desenhados a partir da 

região altamente conservada da RpRd dos calic ivírus, que envolve os sítios GLPSG e YGDD 

(ATMAR; ESTES, 2001; WANG et al., 2006). Entretanto, análises de estirpes sequenciadas a 

partir de regiões da RNA poli merase indicam  que esse local do genom a do NoV ta mbém 

possui variabilid ade, ap resentando pelo m enos 53% d e identidad e d e nucleotíd eos en tre 

estirpes pertencentes a diferentes genogrupos e 60 a 64% de identidade en tre estirpes dentro 

de um mesmo genogrupo (VINJÉ et  al., 2000). Em bora a m aioria dos primers empregados 

para o diagnóstico das noroviroses am plifique regiões da polim erase, recom enda-se que a 

classificação genética de novas estirpes seja somente realizada com  base na an álise d a 

sequência completa da VP1 (ZHENG et al., 2006). 

A análise de mais de uma ORF do genoma do vírus possibilita a detecção de 

estirpes recombinantes. A recombinação é um evento que já foi descrito em humanos, bovinos 

e suínos (K ATAYAMA et al., 2002; W ANG et al., 2005a) e oc orre exclusivam ente entre 

membros do m esmo genogrupo (GI a GIII).  Apesar d isso, a co infecção p elos NoV de 

múltiplos genotipos e até mesmo de genogrupos distintos (GI e II) já foi relatada em humanos 

e tem-se demonstrado não ser um evento raro (GRAY et al., 1997; WANG et al., 2007). 
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1.8 EPIDEMIOLOGIA 

 

 

Grande núm ero de estudos, recentem ente publicados, vem  ressaltando a 

importância das noroviroses como causadoras de gastroenterites agudas em seres humanos de 

todas as idades em  todo o m undo (KOOPMANS, 2008; PATEL et al., 2008). Calcula-se que 

o NoV acometa em torno de 12% das crianças m enores de 5 anos com gastroenterite grave e 

12% dos indivíduos de todas as idades com  casos de diarreia leve a moderada. Estima-se que 

a cada ano as noroviroses sejam  responsáveis por 64.000 episódios de diarreia que requere m 

hospitalização, 900.000 visitas de cr ianças a clínicas em países industrializados e até 200.000 

mortes de crianças m enores de 5 anos nos países em desenvolvimento (PATEL et al., 2008). 

No Brasil, a prevalência das noroviroses em comunidades, hospitais ou creches varia entre 9 e 

40% (VICTORIA et al., 2007; SOARES et al., 2007; MORILLO et al., 2008; NAKAGOMI et 

al., 2008; RIBEIRO et al., 2008). 

Assim como em seres hum anos, estudos epidemiológicos têm de monstrado 

que os NoV anim ais apresentam  di stribuição mundial (SCIPIONI et al., 2008). Contudo, a 

contribuição das noroviroses animais para a d oença em  seres hum anos ainda perm anece 

incerta (MATTISON et al., 2007). 

As pesquisas de epidemiologia m olecular das noroviroses anim ais podem 

determinar a possibilid ade de infecções cruzad as entre v írus de origem hum ana e anim al, 

assim com o o surgim ento de es tirpes virais  recom binantes nos diferentes hospedeiros 

(KOOPMANS, 2008). Neste contexto, no Canadá , Mattison et al. (2007) identificara m 

estirpes GII-4, genotipo  m ais prevalente nas noroviroses h umanas, em fezes de b ovinos e 

suínos e em carne suína crua. Em  outro estudo,  Farkas et al. (2005) avaliaram  amostras de 

soros suínos para a  identificação de antico rpos cont ra esti rpes de NoV humanos GI e GII e 

encontraram positiv idade em  63% e 52%,  respec tivamente. Este m esmo trabalho de 

soroprevalência de NoV identificou alta frequê ncia de anticorpos contra a estirpe Sw918 e m 

rebanhos suínos dos EUA (71%) e Japão (36%). 

Vários estudos epidem iológicos ut ilizam a RT-PCR como m étodo para 

acessar a prevalência da infecção pelo NoV em granjas suínas. A tabela 2 mostra a frequência 

de diagnóstico pela RT-PCR do PoNoV e m dife rentes países, consid erando a utilização de 

diferentes regiões genô micas para a detecção, a faixa etária estudada, o núm ero de am ostras 

avaliadas, a categoria e o número dos animais positivos e a prevalência encontrada. 
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Após o prim eiro relato do PoNoV no Japão, estudos realizados em  out ros 

países também detectaram pela RT-PCR o vírus em rebanhos suínos provenientes da Holanda, 

EUA, Hungria, Nova Zelândia, Bélgica, Cana dá, China, C oreia do Su l, Eslov énia e Bras il 

(van der PO EL et al., 2000; WANG et al., 2005a; MATTISON et al, 2007; REUTER et al., 

2007; WOLF et al., 2007; MAUROY et al., 2 008; KEUM et al., 2009; L' HOMME et al., 

2009a; MIJOVSKY et al., 2009; SHEN et al., 2009; CUNHA et al., 2010). 

 

Tabela 1 – Diagnóstico etiológico do norovírus em fezes de suínos pela técnica de RT-PCR 

 
 

 

1.9 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

As noroviroses em  seres hum anos são reconhecidas, atualm ente, como 

importantes agentes causadores de gastroenterites de origem alimentar e veiculadas pela água. 
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Diferentemente, o papel dos NoV anim ais em  i nfecções em seres hum anos ainda não está 

completamente esclarecido. Apesar da ocorrência das noroviroses anim ais não ter sido 

verificada e m hum anos até a recen te data, al guns argum entos sustentam  a possibilid ade de  

infecção in terespécies d estacando-se entre eles: i) p resença de anticorpos contra estirpes 

humanas em suínos; ii) detecção do RNA viral de estirpes tanto de origem  humana quanto 

suína e bovina em ostras; iii) identificação de estirpes virais humanas em carne suína crua; iv) 

recombinação viral in tragenogrupo (I, II e III) e intergenogrupos (I e II); e v) o  

desenvolvimento de sinais clínicos (diarreia) após infecção experimental do NoV humano em 

animais gnotobióticos. 

A identificação das caliciviroses (NoV e SaV) em rebanhos suínos no Brasil 

é ainda incipiente, bem com o a avaliação do potencial impacto na saúde pública e anim al. 

Sendo assim, pri meiramente, é i mportante a realização de estudos epidem iológicos para a 

determinação da prev alência d as n oroviroses anim ais (bo vina e suín a). Em  seguida, a 

caracterização das estirpes virais circulan tes e a comparação com sequências depositadas em 

bancos públicos de dados poderão revelar novos genotipos e, até m esmo, a provável 

identificação de estirpes virais de origem humana em animais. 

Este estudo visa contribuir com  o c onhecimento das caliciviroses entéricas 

suínas, especificam ente das norov iroses, em  gr anjas de term inação da reg ião sud oeste do  

estado do P araná com o objetivo de identificar  a presença ou não deste vírus em  rebanhos 

brasileiros. Esta abordagem  inicial é funda mental para que possam  ser delineadas novas 

estratégias de investigações moleculares para a obtenção do perfil genético  das estirpes virais 

circulantes em nosso país. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

• Detectar e determinar a caracterização do Norovírus suíno (PoNoV) e m 

amostras de fezes de suínos assinto máticos, na fase de term inação, provenientes de rebanhos 

da região oeste do estado do Paraná. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

• Padronizar a técn ica de RT-PCR para a detecção parcial do gene que 

codifica a proteína (VP1) do capsídeo do PoNoV em pool de amostras de fezes de suínos; 

• Determinar a frequência de am ostras fecais e de rebanhos suiníco las 

positivos para o PoNoV; 

• Realizar a caracterização molecular de algumas estirpes virais de PoNoV 

identificadas na região oeste do estado do Paraná. 
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Abstract. Norovirus (NoV) is a member of the Caliciviridae family and is considerate as an 

emerging human enteric pathogen. NoV is also detected in farm animals such as cattle, pig, 

and sheep. Porcine NoV (PoNoV) is widespread around the world, but low frequency of 

infection is observed. We evaluated pooled stool samples (n=112) of asymptomatic adult pigs 

for PoNoV presence in 16 pig finishing herds located in Paraná state, Brazil. The RT-PCR 

assay was performed using porcine specific primers targeting a conserved capsid region. The 

PoNoV was identified in 14 (87.5%) of the evaluated herds and in 58 (51.8%) of the stool 

samples. The phylogenetic analysis of sequences (n=7) allowed to cluster six wild-type 

Brazilian PoNoV strains in genogroup II genotype 11 (GII-11) and one strain in GII-19. 

These results show that PoNoV is widespread in the investigated pig farms and that a high 

frequency of infection exists.  

Key-words: Swine, adult, non-diarrheic, calicivirus, norovirus, RT-PCR, sequencing  
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INTRODUCTION 

 

 Norovirus (NoV) comprises a genus that belongs to the Caliciviridae family and have 

been described in human and animal hosts (Scipioni et al., 2008). The noroviruses are 

associated with a variety of diseases in several host species and are the major cause of human 

non-bacterial gastroenteritis worldwide, including the cases associated with water and food-

borne outbreaks. Sporadic outbreaks of illness usually occur in restaurants, schools, home 

cares, hospitals, shelters, and cruise ships (World Health Organization - WHO, 2009).  

 NoV has also been found in farm animals such as cattle, pig and sheep (Woode and 

Bridger, 1978; Sugieda et al., 1998; Wolf et al., 2009). Bovine NoV infections include clinical 

signs such as diarrhea and may occur in naturally infected or in experimentally inoculated 

calves (Woode and Bridger, 1978; Bridger et al., 1984). Differently, the importance of 

porcine noroviruses in the development of diarrhea is not well established in this animal 

species (Wang et al., 2007). 

 Members of the Caliciviridae family are small, round, non-enveloped viruses, with an 

icosahedral capsid and a 7.5kb, positive-sense, single-stranded, polyadenylated RNA genome. 

The caliciviruses contains four recognized genera: Vesivirus, Lagovirus, Sapovirus, and 

Norovirus (ICTV, 2009). In addition, other animal viruses (Nebovirus [bovine], Valovirus 

[swine], and Tulane-like virus [rhesus monkey]) are also potential members of this family 

(Smiley et al., 2002; Farkas et al., 2008; L'Homme et al., 2009b).  

 The genome of NoV is organized into three open reading frames – ORFs. ORF 1 

encodes a polyprotein that origins six non-structural proteins after autocleavage. ORF 2 and 

ORF 3 encode two structural proteins denominated, respectively, as VP1, the major capsid 

protein, and VP2, a protein with function in packing the genome into virions (Donaldson et 

al., 2008).  
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 Based on the complete sequence of VP1, noroviruses are classified into five 

genogroups (GI – GV) and subdivided in clusters or genotypes. The human NoV strains are 

located in GI, II, and IV; the porcine viruses belongs to GII, close to human strains; the 

bovine and ovine isolates are in GIII; the recently detected canine and lion NoV were 

classified in GIV, and the murine NoV is in the GV genogroup (Zheng et al., 2006).  

 The detection of NoV from asymptomatic adult pigs in the Australasia region, Europe, 

North America, and Latin America and the widespread presence of NoV antibodies within pig 

herds, raises public health concerns about zoonotic transmission of PoNoV to humans (van 

der Poel et al., 2000; Farkas et al., 2005; Wang et al., 2005a; Mattison et al, 2007; Reuter et 

al., 2007; Wolf et al., 2007; Mauroy et al., 2008; Keum et al., 2009; L'Homme et al., 2009a; 

Mijovsky et al., 2009; Shen et al., 2009; Cunha et al., 2010).  

 PoNoV strains have been classified in the same genogroup (GII), along to with the 

most prevalent human noroviruses isolates. The GII PoNoV strains detected to date are 

distributed in three clusters (genotypes) denominated GII-11, -18, and -19 (Wang et al., 

2007).  

 Epidemiological studies have demonstrated the widespread occurrence of noroviruses 

in the swine-production systems worldwide (Wang et al., 2007). However, the role of the 

PoNoV infection in pigs in developing countries has not been established. Recently, a GII-18 

PoNoV was found in a single stool sample collected in a pig farm in the Rio de Janeiro state, 

in southeast Brazil (Cunha et al., 2010). Additionally, a study demonstrated the widespread 

detection of another genus (porcine sapovirus) of the Caliciviridae family in piglets bred in 

several Brazilian geographical regions (Barry et al., 2008). 

 Despite of this, few information about noroviruses and sapoviruses circulation in 

Brazilian pig herds have been achieved. Considering the ramifications of public health, the 
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aim of this study was to evaluate the presence of PoNoV in asymptomatic finishing pigs in 

Brazilian pig herds in multi-site production systems. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Herds 

 

 The pig herds were evaluated from the west region of Paraná state, Toledo district 

(24ο42’49’’S; 53ο44’35’’W). This region is one of the great Brazilian pork producing areas, 

with breeding of high animal density. The animals are bred in a multi-site production system 

with good nutritional and sanitary management practices, including the “all-in all-out” system 

in all pens. Sixteen finishing units were evaluated in the summer (2008; n=7) and in the 

winter (2009; n=9) seasons. 

 

Fecal specimens and sampling 

  

 Pooled fecal samples (n=112) were collected in December 2008 (n=41) and June 2009 

(n=71) from finishing pigs between 9 and 24-weeks old. Each pool of stool sample was 

constituted with 5-15 individual feces collected directly from pens and stored at 4oC until 

processing. All samples were collected from asymptomatic animals. 

 

RNA extraction 

 

 RNA specimens were obtained from 400 µL of 10-20% (w/v) fecal suspensions, 

prepared with phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.2. A combination of the 
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phenol/chloroform/isoamyl alcohol and silica/guanidinium isothiocyanate methods was 

performed according to Barreiros et al (2004). A sequenced wild-type Brazilian porcine NoV 

GII-11 strain with 90% of nucleotide identity with the SwNV/swine43/JP strain from an adult 

pig was used as positive control. For each RNA extraction, ultrapure sterile water was used as 

a negative control. Both negative and positive controls were included in all proceedings.   

   

RT-PCR 

 

 The reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) assay was performed 

using porcine NoV primers SWNV1 (forward; 5’-CGTACCAGAGGTCAACAAT-3’; nt 

5124-5142) and SWNV2 (reverse; 5’-AATCTAACAAAATCTCACCTG-3’; nt 5305-5285) 

This pair of primers was designed based on the SwNV/swine43/JP strain (GenBank accession 

no. AB126320) and targeted the N-terminal capsid genomic region of PoNoV (REUSKEN et 

al., unpublished). 

 RT-PCR reactions were carried out with an initial denaturation of 10 µL of extracted 

RNA added to 1 µL DMSO (5% final concentration) and 1 µL (20 pmol) pSWNV2 at 97oC 

for 5 min. The samples were placed on ice for 5 min, and 8 µL RT mix solution containing 1x 

RT buffer (50 mM Tris-HCl pH 8.3; 3 mM MgCl2; 75 mM KCl), 0.1 mM each dNTP 

(InvitrogenTM, USA), 10 mM DTT, 100 units of M-MLV reverse transcriptase (InvitrogenTM, 

USA), and ultrapure sterile water at a final volume of 20 µL. After the initial RT reaction at 

42oC for 30 min, a denaturation step was performed at 94oC for 5 min. The tubes were placed 

on ice and 5 µL cDNA was added with 45 µL PCR mix solution containing 1.5x PCR buffer 

(30 mM Tris-HCl pH 8.4; 75 mM KCl), 2 mM MgCl2, 0.2 mM of each primer 

(pSWNV1/forward and pSWNV2/reverse), 2.5 units of Platinum Taq DNA polymerase 

(InvitrogenTM, BRA) and ultrapure sterile water in a final volume of 50 µL. The amplification 
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was performed in a thermocycler (PTC200, MJ Research Co., USA) with the following 

cycling profile: an initial denaturation step of 3 min at 94oC, followed by 40 cycles of 30 s at 

94oC, 1 min at 52oC, and 1 min at 72oC, and a final extension step of 10 min at 72oC. Aliquots 

of 5 µL of the RT-PCR products, with the expected size of 181 bp, were analyzed by 2% 

agarose gel electrophoresis in TBE buffer (89 mM Tris; 89 mM boric acid; 2 mM EDTA; pH 

8.4), ethidium bromide (0.5 mg/mL) stained, and visualized under UV light.    

 

Sequencing and sequence analysis 

 

Amplicons were purified directly from the PCR products or extracted from the agarose 

gel with GFX™ PCR DNA and the Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Pittsburgh, 

USA) and quantified in a Qubit™ fluorometer using Quant-iT™ dsDNA BR Assay Kit 

(InvitrogenTM, Carlsbad, USA). MegaBACETM 1000 and the DYEnamicTM ET Dye 

Terminator Kit (GE Healthcare, Pittsburgh, USA) were used for sequencing, which was 

carried out with PCR forward and reverse primers. Electropherogram quality analysis was 

performed using Phred and CAP3 software (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) and 

similarity searches were conducted with sequences deposited in GenBank using BLAST. A 

multiple alignment and an identity matrix were produced in BioEdit Sequence Editor, version 

7.0. The phylogenetic tree was generated using the Neighbor-Joining algorithm based on the 

Poisson correction model for deduced amino acids (aa) analysis with 1,000 replicates of 

bootstrapping using the Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) version 4. The 

sequences included in this study were acquired from the National Center for Biotechnology 

Information, USA (GenBank) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank). 
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Statistical analysis 

 In order to verify the predominance of PoNoV circulation in the specific seasons, the 

comparison of proportions among the two periods of collection was performed using the 

program EpiInfo, version 6.04. 

   

RESULTS AND DISCUSSION 

 An amplicon with a length of 181 bp from the PoNoV capsid gene was detected in 

51.8% (58/112) of the stool samples from asymptomatic animals included in this study. The 

PoNoV was identified in fecal samples collected in both the summer (49%; 20/41) and winter 

(54%; 38/71) seasons. Seventy-two percent (5/7) of the Brazilian fattening farms visited in 

2008 demonstrated NoV circulation and all (n=9) farms visited in 2009 were considered 

positive. The table 1 resumes the time and number of stool samples collection, the farms 

investigated, the age of animals and the positive stool samples for NoV circulation.   

The infection was widely distributed in the evaluated herds, with 87.5% of the pig 

herds were found animals excreting NoV. A similar result was obtained in a study conducted 

by Wang et al. (2006b), who found 70% (42/60) of NoV infection in individual stool samples 

from a single fattening swine farm. This finding revealed that the spring season collection 

represented a NoV outbreak among U.S.A. finisher pigs.  

Other studies also evaluated the presence of PoNoV in pooled stool samples (van der 

Poel et al., 2000; L’Homme et al., 2009a). Commonly, this strategy increases the virus 

detection rate. These previous studies verified PoNoV shedding in only 2.0% (2/100 adult pig 

farms) and 20.0% (5/22) of the herds from The Netherlands and Canada, respectively (van der 

PoeL et al., 2000; L’Homme et al., 2009a). The results of the present study suggest that 

PoNoV is circulating in the evaluated pig herds at high levels. 
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No significant difference (p=0.62) was observed among the PoNoV infection 

frequency detected in the summer versus the winter seasons. In general, human noroviruses 

are associated with outbreaks that occur in the couldest and driest months of the year in the 

Northern Hemisphere countries (WHO, 2009). This pattern of infection is also noted in 

human rotaviruses. However, the increased incidence of disease, particularly due to 

rotaviruses, has not been verified in tropical countries such as the Brazil. In several studies 

carried out in South America, the human and animal rotavirus outbreaks are related to the low 

relative atmospheric humidity, although the illness is present throughout the whole year 

(Santos et al., 2008). The results of the present study show that the same infection profile can 

occur in porcine noroviruses in Brazilian pig herds.  

 Molecular diagnostics carried out in different countries have been established a 

worldwide distribution of NoV in pig-production systems (Sugieda et al., 1998; van der Poel 

et al., 2000; Wang et al., 2005; Reuter et al., 2007; Wolf et al., 2009; Mauroy et al., 2008; 

Keum et al., 2009; L'Homme et al., 2009a; Mijovsky et al., 2009; Shen et al., 2009; Cunha et 

al., 2010). Several NoV epidemiological studies show a relatively low prevalence of porcine 

noroviruses, ranging between no detection (Martínez et al., 2006; Barry et al., 2008; Martella 

et al., 2008) to a detection rate of 20% (Wang et al., 2006b). However, in this study, we found 

a high rate of animals and herds positive for PoNoV. Several factors might have influenced 

our results, such as i) the sampling method used for stool sample collection, in a pooled form 

directly from pens; ii) the age of the pigs, with feces collection only from adult pigs; and iii) 

the pair primers used in the RT-PCR assay.  

  The majority of NoV epidemiological approaches using the RT-PCR assay for porcine 

fecal samples employ the “universal” calicivirus pair primers p289/290, designed for 

detection of the conserved region of the RdRp gene of human NoV and sapovirus (SaV) 

strains. This primer pair was originally developed for NoV detection from human stool 
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samples. However, satisfactory results were obtained in fecal samples of animal origin (Atmar 

and Estes, 2001; Wang et al., 2007).  

 The primers used in the RT-PCR assay for PoNoV detection differ in some studies, 

some of which were carried out with primers designed specifically for virus strains of porcine 

origin (Keum et al., 2009; L'Homme et al., 2009a; Mauroy et al., 2008; Wang et al., 2006a,b). 

Despite this, published data that employed specific primers for PoNoV strains also found a 

low rate of NoV infection in South Korea (1.9%) (Keum et al., 2009) and Belgium (4.6%) 

(Mauroy et al., 2008).  

 According to Wang et al (2007), multiple factors may affect the sensibility and 

specificity of RT-PCR assays, one of which is primer selection. L'Homme et al (2009a) 

revealed that the nucleotide alignments of primers p289/290 show significant disagreement 

between different PoNoV strains. They also demonstrated that this pair of primers failed to 

amplify two PoNoV GII-11 strains, which were detected with oligonucleotides developed for 

strains of porcine origin. 

 In addition, Wang et al (2006a) compared the detection spectrum and detection limits 

for p290 and p289 or p110 primers, with specific primers designed for porcine noroviruses. 

Although p290/110 revealed the broadest reactivity for PoNoV or SaV strains, lower 

sensitivity was achieved compared to the PoNoV specific primers for the detection of 

genetically diverse PoNoV strains (Wang et al., 2006a).  

 In this study, we report a RT-PCR assay with primers that target the capsid gene of 

PoNoV for screening in stool samples. The design of primers that encode other conserved 

regions of the NoV genome, including the 3' end of ORF1 (region B) and 5' end of ORF2 

(region C), has been documented in some human noroviruses studies (Green et al., 1995; Noel 

et al., 1997; Vinjé et al., 2000; Kojima et al., 2002). The RT-PCR assay carried out in the 
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present study simplified the strategy for PoNoV detection and genotyping, whereas it did not 

require the use of other capsid primers for strain clustering in genogroups and genotypes. 

 Unlike the genetically heterogeneous human NV strains, PoNoV strains seem to be 

less variable, with only three GII genotypes were identified to date (GII-11, 18, and 19). 

Although the N-terminus of VP1 has been successfully used for genotyping human NoV 

strains, the targeting of a C-terminal capsid region (region D) is recommended for better NoV 

strains classification (Zheng et al., 2006). For this reason, the SWNV primers, that amplify a 

fragment of 181 bp length of the PoNoV VP1 gene were chosen for use in this survey.  

 For molecular characterization of some Brazilian wild-type PoNoV strains, nine 

amplicons were selected for sequencing analysis that showed good intensity of the bands as 

determined by ethidium bromide stained agarose gel. The PoNoV strains were identified in 

the samples collected in summer (n=6) and winter (n=3) seasons in nine different pig herds. A 

BLAST search analysis confirmed all (n=9) sequenced amplicons as PoNoV. A high 

similarity of these sequences with typical published PoNoV strains was obtained (data not 

shown). 

The sequence of seven strains had enough quality to carry out the genotyping analysis. 

Based on a multiple alignment of Brazilian PoNoV strains and other NoV strains, the 

Brazilian UEL19, 23, 27, 65, 67, and 109 sequences shared 81-97% of nt identity with the 

previously reported GII-11 PoNoV (Sw43, Sw918, and VA34 strains) and 58-78% nt identity 

with human NoV sequences (GI, II and IV). In addition, they had 86-97% of nt identity with 

each other. The identity with other calicivirus genera (PEC-Cowden strain) was less than 

40%.  

From the seven Brazilian strains analyzed, five showed 100% and 57-75% of aa 

similarity with GII-11 PoNoV and human NoV strains, respectively. In addition, the Brazilian 

UEL19, 27, 65, 67, and 109 sequences had 100% similarity with each other. These samples 
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were from different age groups (9 to 24 weeks old), and were collected in different (summer 

and winter) seasons. The phylogenetic tree demonstrates that these five Brazilian strains 

clustered in GII-11, close to the Japanese and Netherlander strains (Figure 1).  

Interestingly, the UEL23 strain, classified as GII-11, also demonstrated a high 

percentage of nt and aa identity (75 and 93%, respectively) with the GII-19 QW170 strain. 

The phylogenetic tree shows a branch of the GII-11 strains containing UEL23 (Figure 1). For 

better assessment of UEL23 genotyping, we calculated pairwise distance ranges based on aa 

sequences between some published porcine and human NoV strains, a SaV/PEC-Cowden and 

all Brazilian PoNoV strains (Table 2). According Zheng et al (2006), the classification of 

NoV in domains showed that UEL23 is only 3.1% distant to other Brazilian GII-11 and 

Sw918 sequences. Otherwise, UEL23 had distance of 6.3% compared to the GII-19 QW170 

isolate. This analysis suggests that UEL23 is most closely related to sequences that belong to 

GII-11 (Table 2).  

The UEL29 strain showed 70-76% nt identity with the Brazilian GII-11 sequences. 

Moreover, this strain had 75 to 76% nt identity with GII-11 PoNoV sequences and 81% with 

the GII-19 QW170 strain. In addition, UEL29 had 57-68% nt identity compared with human 

NoV isolates (GI, II and IV). Amino acid analysis of UEL29 revealed 87% similarity with the 

GII-19 QW170 strain. The phylogenetic tree demonstrated that the UEL29 sequence clustered 

in GII-19, close to the US strain (Figure 1). According Wang et al (2005), a GII-19 QW170 

sequence is considered as a possible recombinant of a PoNoV GII-11 (Sw43-like) in the 

RdRp-capsid junction region. Recombination is an event that can occur between sequences 

belonging to the same genogroup. However, co-infection between different NoV genogroups 

strains in human has been previously (Wang et al., 2007). 

 Epidemiological investigation of porcine caliciviruses is lacking in Latin American 

countries. Recently, Cunha et al (2010) described a PoNoV strain genotype II-18 in a finisher 
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pig from a farm in Rio de Janeiro state, in southeastern Brazil. We can now affirm that the 

three genotypes (GII-11, 18, and 19) of PoNoV strains described in the world are also present 

in Brazilian pig farms. These results highlight the importance of the epidemiological survey 

of animal noroviruses in the emergence of new NoV strains, or as reservoirs for human 

infections. The vesiviruses are the only member of the Caliciviridae family in which 

interspecies infections occur; however noroviruses and sapoviruses should not be excluded in 

future studies (Bank-Wolf et al., 2010).  

 

CONCLUSION 

 In summary, we describe for the first time a high rate of NoV infectios in Brazilian 

fattening pig farms. The Brazilian wild-type PoNoV strains clustered with other GII-11 and 

GII-19 porcine strains isolates with sequences available in a public database. Besides the 

interest in animal health, the characterization of genogroups and genotypes of PoNoV field 

strains is also of interest in light of public health concerns about the zoonotic transmission of 

PoNoV to human. Further studies involving PoNoV detection and genotyping in different 

Brazilian regions, or even in other countries in Latin America, may contribute to a better 

understanding of the epidemiology of animal caliciviruses in developing countries. 
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LEGEND OF FIGURE 

Figure 1: Neighbor-joining phylogenetic tree based on a 42-deduced amino acid capsid 

sequence of wild-type Brazilian porcine norovirus strains (UEL 19, 23, 27, 29, 65, 67 and 109 

in boldface) and some published NV strains. A porcine Sapovirus strain (PEC-Cowden) was 

used as the outgroup. Accession numbers for the strains used in the analysis are human 

Norwalk (M87661), human Lordsdale virus (X86557), bovine Newbury Agent 2 (AF097917), 

human Alphatron (AF195847), murine MNV1 (AY228235), porcine Sw918 (AB074893), 

porcine Sw43 (AB074892), porcine VA34 (AY077644), porcine OH-QW101 (AY823304), 

porcine OH-QW170 (AY823306) and porcine PEC-Cowden (AF182760). The tree was 

constructed by the method of MEGA 4 using the Poisson correction model. The confidence 

values at the nodes were obtained by performing 1.000 bootstrap analysis. 
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TABLES 

 

 

 

Table 1 – Detection of porcine norovirus (PoNoV) in pooled stool samples in finishing pigs of 

multi-site production systems of Brazilian pig herds by reverse transcription-polymerase 

chain reaction (RT-PCR), targeting the N-terminal capsid genomic region of PoNoV. 

 

 

 

 

 

 

Collection Farm Total Positive (%) Age (week)
Summer* A 6 4 (66.7) 12

B 5 0 13
C 6 0 17
D 6 5 (83.3) 18
E 6 6 (100.0) 21
F 6 3 (50.0) 23
G 6 2 (33.3) 24

Winter* H 7 4 (57.1) 9
I 7 1 (14.3) 12
J 9 5 (55.6) 13
K 5 1 (20.0) 15
L 6 3 (50.0) 17
M 10 5 (50.0) 19
N 6 5 (83.3) 21
O 4 2 (50.0) 23
P 17 12 (70.6) 24

Total 112 58 (51.8)

(*) Collection: Summer (December, 2008); Winter (June, 2009)

Fecal Sample
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Table 2 – Pairwise distance ranges of Brazilian norovirus sequences and some published porcine and human norovirus strains. A porcine 

sapovirus (PEC-Cowden) was used as the outgroup. Pairwise distance ranges were calculated by using the Poisson correction method, based on a 

porcine norovirus capsid fragment with a lengh 42 aa. Refence values for the Shell domain (N terminal capsid region) were as follows: for Strain 

(0-6.85); Cluster (3.65– 30.14); Genogroups (25.69– 48.86). 

 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

1 Po/UEL19BRA
2 Po/UEL23BRA 3.1
3 Po/UEL27BRA 0 3.1
4 Po/UEL29BRA 16.4 16.4 16.4
5 Po/UEL65BRA 0 3.1 0 16.4
6 Po/UEL67BRA 0 3.1 0 16.4 0
7 Po/UEL109BRA 0 3.1 0 16.4 0 0
8 Hu/Norwalk virus 55.2 60.6 55.2 78.8 55.2 55.2 55.2
9 Hu/Hawaii 27.8 31.8 27.8 50.1 27.8 27.8 27.8 50.1
10 Po/Sw43 0 3.1 0 16.4 0 0 0 55.2 27.8
11 Po/Sw918 0 3.1 0 16.4 0 0 0 55.2 27.8 0
12 Po/VA34 0 3.1 0 16.4 0 0 0 55.2 27.8 0 0
13 Po/QW101 20.1 23.8 20.1 36.1 20.1 20.1 20.1 55.2 20.1 20.1 20.1 20.1
14 Po/QW170 3.1 6.3 3.1 12.9 3.1 3.1 3.1 55.2 31.8 3.1 3.1 3.1 20.1
15 Bo/Newbury2 40.5 45.2 40.5 60.6 40.5 40.5 40.5 45.2 45.2 40.5 40.5 40.5 45.2 40.5
16 Hu/Alphatron 27.8 31.8 27.8 45.2 27.8 27.8 27.8 55.2 40.5 27.8 27.8 27.8 23.8 27.8 45.2
17 Mu/MNV1 45.2 45.2 45.2 60.6 45.2 45.2 45.2 60.6 50.1 45.2 45.2 45.2 40.5 45.2 36.1 36.1
18 Po/SV/PEC Cowden 211 211 211 239.8 211 211 211 170.5 170.5 211 211 211 188.7 211 170.5 170.5 211  
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4 CONCLUSÕES 

 

 

• A infecção pelo PoNoV está am plamente dissem inada nos rebanhos e 

animais avaliados, provenientes da região sudoeste do estado do Paraná; 

• A técnica de RT-PCR padronizad a nesse estudo possibilitou a 

amplificação de um produto esperado de 181 -pb do gene VP1 do PoNoV em  amostras fecais 

de suínos infectados e assintomáticos; 

• Nas estirpes  de PoNoV incluíd as n a análise filogenética foi possível 

observar a maior ocorrência do genotipo GII-11; 

• A identificação de uma estirpe de PoNoV genotipo GII-19, em adição às 

outras estirpes virais GII-11, de monstra a diversidade m olecular e antigênica das estirpes de 

PoNoV identificadas na região e período estudados. 
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ANEXO A 
 
 

 
 

Localização dos primers SWNV1 e SW NV2 no sentido 5' — 3' , utilizados neste estudo em 
relação ao genom a co mpleto do Norovírus su íno, estirpe SwNV/swine43/JP (nú mero de 
acesso no GenBank AB126320). Os números representam a posição dos nucleotídeos. 
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ANEXO B 

 

 
Eletroforese em  gel de agaro se a 2% cora do com  brom eto de etídeo dos fragm entos 
apresentando 181 -pb (seta) dos produtos de RT -PCR que amplificam parcialmente o gene do 
capsídeo do norovirus suíno presentes em  a mostras fecais d e animais de term inação. Linha 
M1 e M2: m arcador molecular de 100-pb (M1 ) e 123-pb (M2); linh a 1: controle positivo ; 
linhas 2 -6: am ostras de fezes positiv as; linha 7: co ntrole nega tivo (águ a ultrapu ra 
autoclavada). 
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ANEXO C 

 

Matriz de identidade baseada em um fragmento de 142 nucleotídeos do capsídeo do norovírus suíno 
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Matriz de identidade baseada em um fragmento de 42 aminoácidos do capsídeo do norovírus suíno 
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ANEXO E 
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articles on research concerning the health and disease of animals, including 
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2. Short Communications 
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Editorial System. 
 
Submission of an article is understood to imply that the article is original and is 
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APÊNDICE A – Lista de Reagentes 
 

1. 100 mM dNTP Set, 4 x  250 uL; 25umol each (100 mM dATP Solution, 100 

mM Dctp Solution, 100 m M dGTP Solution, 100 mM dTTP Solution) 

(Invitrogen Life Technologies®) 

2. 10 x PCR-Buffer (200 mM Tris-HCl, pH 8.4, 500 mM KCl) (Invitrogen Life 

Technologies®) 

3. 5x First-Strand Buffer (250 m M Tr is-HCl, pH 8,3, 375mM KCl, 15 m M 

MgCl2) (Invitrogen Life Technologies®) 

4. 123 bp DNA Ladder (Invitrogen Life Technologies®) 

5. Acetona, P.A. (CH3COCH3) P.M. 58,08 (Dinâmica®) 

6. Ácido acético glacial, P.A. (CH3COOH) P.M. 60,05 (Nuclear®) 

7. Ácido bórico (H3BO3) P.M. 61,83 

8. Ácido clorídrico (HCl) P.M. 36,46 (Reagen®) 

9. Ácido etilenodiaminotetraácido Sal di-sódico - EDTA, 

P.A.(C10H14N2O8Na22H2O) P.M. 

372,24 (Reagen®) 

10. Agarose (Gibco BRL®) 

11. Água DEPC (Dietil pirocarbonato) (Invitrogen Life Technologies®) 

12. Álcool etílico absoluto (C2H2OH) P.M. 46,07 (Nuclear®) 

13. Álcool isoamílico (CH3)2CHCH2CH2OH) P.M. 88,15 (Synth®) 

14. Azul de bromofenol (Sigma®) 

15. Brometo de etídeo (C21H20N3Br) P.M. 394,3 (Sigma®) 

16. Cloreto de Magnésio 50 mM (MgCl2) (Invitrogen Life Technologies®) 

17. Cloreto de Potássio, P.A. (KCl) P.M. 74,56 (Reagen®) 

18. Cloreto de Sódio, P.A. (NaCl) P.M. 58,45 (Reagen®) 

19. Clorofórmio, P.A. (CHCl3) P.M. 119,38 (Dinâmica®) 

20. Didhiothreitol - 10 mM DTT (Invitrogen Life Technologies®) 

21. Dimetilsulfóxido - DMSO (Invitrogen Life Technologies®) 
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22. Dodecil Sulfato de Sódio - Lauril S ulfato de Sódio - SDS (C 12H25NaO4S) 

P.M. 288,38 (Synth®) 

23. Fosfato de sódio dibásico anidro (Na2HPO4) P.M. 141,96 (Synth®) 

24. Fosfato de sódio monobásico (NH2PO4 . 2H2O) P.M. 155,99 (Reagen®) 

25. Isotiocianato de guanidina P.M. 118,16 (Gibco BRL®) 

26. Hidróxido de Sódio, P.A. (NaOH) P.M. 40,00 (Mallinckrodt Chemicals®) 

27. Hidroximetil amino metano - Tris 99% P.M. 121,14 (Inlab®) 

28. Metanol, P.A. (CH3OH) P.M. 32,04 (Allkimia®) 

29. M-MLV Reverse Transcriptase - 200 units/L (Invitrogen Life 

Technologies®) 

30. Oligonucleotideos iniciadores (primers) SwNoV1 (forward) e SwNoV2  

(reverse) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies®) 

31. Platinum Taq DNA Polymerase recombinant 500 units (Invitrogen Life 

Technologies®) 

32. Quant-iT™ dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen Life Technologies®) 

33. Sacarose, P.A. - sucrose (C12H22O11) p.m. 342,31 (Reagen®) 

34. Silicon dioxide (SiO2) P.M. 60,08 (Sigma®) 

35. Triton x-100 

 



 87 

APÊNDICE B – Soluções e Tampões 
 

• Hidratação da sílica 

- 60 g de sílica (SIGMA®) 

- Adicionar 500 mL de água MilliQ autoclavada 

- Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 horas 

- Por sucção, desprezar 430 mL do sobrenadante 

- Ressuspender a sílica em 500 mL de água bidestilada 

- Manter em repouso durante 5 horas para sedimentar 

- Desprezar 440 mL do sobrenadante 

- Adicionar 600 L de HCl (32% w/v) para ajustar o pH (pH=2,0) 

- Aliquotar e autoclavar 
 

• Fenol ácido / clorofórmio - álcool isoamílico (25:24:1) 

- 25 mL fenol saturado em água (pH ácido) 

- 24 mL clorofórmio 

- 1 mL álcool isoamílico 
 

• Solução L6 

- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN) 

- 100 mL de Tris-HCl 0,1 M pH 6,4 

- 22 mL de EDTA 0,2 M pH 8,0 

- 2,6 mL de Triton x 100 

- Água bidestilada qsp. 1 litro 
 

• Solução L2 

- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN) 

- 100 mL de Tris-HCl 0,1 M pH 6,4 

- Água bidestilada qsp. 1 litro 
 



 88 

• Tampão de Amostra 

- Azul de bromofenol 0,25% 

- Sacarose - sucrose (C12H22O11) 45% 

- 100 mL Água bidestilada 

 

• Tampão de corrida: TBE (Tris - Ácido bórico - EDTA) 10 x [ ] 

- 0,89 M Tris 

- 0,89 M ácido bórico 

- 0,02 M EDTA 

- Água 

bidestilada qsp. 

1 litro pH = 8,4 
 

• Tampão fosfato salina (PBS) 

-137 mM cloreto de sódio (NaCl) 

- 3 mM cloreto de potássio (KCl) 

- 8 mM sódio fosfato dibásico anidro (Na2HPO4) 

- 15 mM potássio fosfato monobásico (KH2PO4) 

- Água DEPC 

qsp. 500mL pH 

= 7,2 
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APÊNDICE C – Protocolo de Técnicas 
 

• Extração do ácido nucleico pela associação das técnicas fenol 

ácido/clorofórmio/álcool isoamílico e sílica/isotiocianato de guanidina 
 

A) Preparo da suspensão fecal (10 a 20%) 

- Colocar em um tubo 100 L ou 100 mg de fezes 

- Adicionar 500 L de água DEPC 

- Vortexar 

- Centrifugar a 2.000x g/5 min 

- Utilizar 400 L do sobrenadante para a extração 
 

B) Extração 

- Adicionar 50 L de SDS 10% 

- Homogeneizar em vórtex 

- Banho-maria 56oC/20 min 

- Spin (Centrifugar 10.000 x g 30/seg) 

- Adicionar 400 L de fenol ácido clorofórmio álcool isoamílico 

- Incubar em banho-maria à 56oC/15 min 

- Homogeneizar manualmente por 15 seg 

- Centrifugar 10.000 x g/10 min 

- Recolher sobrenadante em outro tubo 

- Adicionar 500 L de solução L6 

- Adicionar 25 L de sílica hidratada 

- Homogeneizar em vórtex 

- Agitar durante 30 min em temperatura ambiente 

- Spin 

- Desprezar o sobrenadante em solução contendo NaOH 10 M 

- Adicionar 500 L de solução L2 

- Homogeneizar em vórtex 
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- Spin 

- Desprezar o sobrenadante em solução contendo NaOH 10M 

- Adicionar 500 L de solução L2 

- Homogeneizar em vórtex 

- Spin 

- Desprezar o sobrenadante em solução contendo NaOH 10M 

- Adicionar 1.000 L de etanol 70% gelado 

- Homogeneizar em vórtex 

- Spin 

- Desprezar o sobrenadante 

- Adicionar 1.000 L de etanol 70% gelado 

- Homogeneizar em vórtex 

- Spin 

- Desprezar o sobrenadante 

- Adicionar 1.000 L de acetona PA gelada 

- Homogeneizar em vórtex 

- Spin 

- Desprezar o sobrenadante 

- Secar o pellet em banho-maria a 56oC/15 min 

- Adicionar 100l de água DEPC 

- Homogeneizar em vórtex 

- Descansar em banho-maria à 56oC/15 min 

- Homogeneizar em vórtex 

- Centrifugar a 10.000 x g/4 min 

- Recolher o sobrenadante 

- Estocar a -20oC 
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• Transcrição reversa (RT) seguida da reação em cadeia pela polimerase 

(PCR) para amplificação parcial do gene que codifica a VP1 do Norovírus 

suíno 
 

A) Desnaturação 

- Em banho de gelo, adicionar 10 L do RNA a 2 L de primer mix (1 L de 

pSwNoV2 e 1 L de DMSO [5%  concentração final]) em  um tubo para 

microcentrífuga 

- Homogeneizar em vórtex 

- Spin 

- Colocar os tubos em termociclador a temperatura 97oC/5 min 

- Colocar os tubos em banho de gelo por 5 min 

B) RT 

- Em banho de gelo, adicionar 8 L de mix RT (4 L de 5x First-Strand Buffer, 

2 L de DTT, 1 L de dNTP, 0,5 L de água ultrapura autoclavada e 0,5 L 

M-MLV) ao desnaturado 

- Homogeneizar em vórtex 

- Spin 

- Colocar os tubos em termociclador a temperatura 42oC/30 min e 94oC/5 min 
 

C) PCR 

- Em banho de gelo, adicionar 5 L do cDNA a 4 5 L de mix PCR (29 L de 

água ultrapura autoclavada, 7,5 L de 10 x PCR-Buffer, 4 L de dNTP, 2 L 

de MgCl2, 1 L de cada primer SwNoV1 e SwNoV2 e 0,5 L de Platinum Taq 

DNA Polymerase) 

- Homogeneizar em vórtex 

- Spin 
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- Colocar os tubos em termociclador a temperatura 94oC/3 min, seguidos de 40 

ciclos de 30 segundos a 94 oC, 1 m in a 52 oC e 1 m in a 72 oC. Para extensão  

final, são necessários 10 min a 72oC 

- Estocar o produto a -20oC 
 

• Gel de agarose a 2% 

- 1 g de agarose 

- 50 mL TEB 1 x 

- 30 L brometo de etídio 
 
 
• Purificação (GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit, GE 
Healhtcare®) 

- Faça um gel de agarose a 2% 

- Pese um tubo para microcentrífuga e anote o peso 

- Sob luz U.V., use uma lâmina limpa de bisturi para cortar a banda de interesse 

do gel de agarose, colocando-a no tubo 

- Pese o tubo contendo a banda de agarose e calcule o peso do pedaço de gel 

- Adicione 10 L de tampão de captura tipo 3 por 10 mg de pedaço de gel 

- Misture por inversão e incube a 60 oC/15 a 30 m in até que a agarose esteja 

completamente dissolvida e homogeneíze a cada 3 minutos. 

- Para cada purificação que for realizada, coloque uma coluna em um tubo 

coletor 

- Spin 

- Transfira até 800 L da amostra com tampão de captura tipo 3 para a coluna e 

o tubo coletor 

- Incube por 1 min à temperatura ambiente 

- Centrifugue a coluna e o tubo coletor 7.500x g/1 min 

- Descarte o fluido do tubo coletor. Coloque a coluna novamente no tubo 

coletor 

- Adicione 500 L do tampão de lavagem tipo 1 à coluna 
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- Centrifugue a coluna e o tubo coletor 7.500x g/1 min 

- Descarte o tubo coletor e transfira a coluna a um novo tubo para 

microcentrífuga 

- Adicione 25 L de tampão eluidor tipo 6 para a membrana central da coluna e 

o tubo coletor 

- Incube por 1 min à temperatura ambiente 

- Centrifugue a coluna e o tubo coletor 7.500x g/2 min 

- Estoque o purificado a -20oC 
 

•Quantificação (Quant-iT™ dsDNA BR Assay Kit, Invitrogen Life 

Technologies®) 

- Certifique-se de que todos os reagentes estejam em temperatura ambiente 

- Solução de  traba lho: adicio nar Quant-iT Reagent (1x n  L) ao tampão 

Quanti-iT (199x n L), onde n é o núm ero de a mostras m ais o número de 

padrões 

- Prepare os padrões em  dois t ubos diferentes, adicionando 190 L da solu ção 

de trabalho e 10 L de cada padrão (0 e 100) em cada tubo (volum e final de 

200 L) 

- Prepare as amostras, adicionando de 180-199 L de reagente de trabalho e 1-

20 L do purificado, (volume final de 200 L) 

- Homogeneizar em vórtex 

- Incube por 2 min à temperatura ambiente 

- Fazer a leitura no fluorômetro QubitTM 




