RENORBIO

Programa de P6s-Graduacéo em Biotecnologia

IDENTIFICACAO, DIAGNOSTICO E CARACTERIZACAO
MOLECULAR DO NOROVIRUS HUMANO EM PACIENTES
COM GASTROENTERITE AGUDA

Fabiana Lopes de Paula

Salvador — BA
2014



FABIANA LOPES DE PAULA

IDENTIFICACAO, DIAGNOSTICO E CARACTERIZACAO
MOLECULAR DO NOROVIRUS HUMANO EM PACIENTES COM
GASTROENTERITE AGUDA

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em
Biotecnologia da Rede Nordeste de Biotecnologia
(RENORBIO) como parte dos requisitos para

obtencdo do Titulo de Doutora em Biotecnologia.

Orientador: Gubio Soares Campos

Co-orientadora: Silvia Inés Sardi

Salvador — Bahia
2014



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Universitaria de Saude do SIBI /UFBA

P324  Paula, Fabiana Lopes de
Identificacdo, diagndstico e caracterizagdo molecular do norovirus humano
em pacientes com gastroenterite aguda / Fabiana Lopes de Paula . — Salvador,
2014.
128 f. :il.

Orientador: Gubio Soares Campos.
Co-Orientadora: Silvia Inés Sardi.

Tese (doutorado) — Universidade Federal da Bahia. Instituto de Ciéncias da Sau
de, 2014.

1.Gastroenterologia. 2. Diarréia. 3.Virus - Diagndstico. I. Campos, Gubio

Soares. Il. Sardi, Slvia Inés. I11. Universidade Federal da Bahia. Instituto de
Ciéncias da Saude. 1V. Titulo.

CDU- 616.34




renorbio

rede nordeste de biotecnclogia

Programa de Pés-Graduagao em Biotecnologia
Universidade Federal da Bahia
Programa de P6s Graduag&o em Biotecnologia
Av. Reitor Miguel Calmon, s/n - Vale do Canela
40110-100, Salvador-BA - Telefone: (71) 3283-8921 - E-mail:renorbicba@hotmail.com

ATA ~ DEFESA DE TESE

Ata de Defesa de Tese de Doutorado da aluna Fabiana Lopes de Paula. Aos vinte e
nove dias do més de agosto do ano de dois mil e quatorze, as dez horas no Auditério
Ophélia Gaudenzi terceiro andar no Instituto de Ciéncias da Saude (ICS-UFBA) se
reune em sessdo publica, a Banca Examinadora de Defesa de Tese composta pelos
Professores e Doutores: Giibio Soares Campos orientador, Lilia Ferreira de Moura
Costa, Paulo José Lima Juiz, Fabio Alexandre Chinalia, Josilene Borges Torres
Lima Matos perante o qual a Doutoranda Fabiana Lopes de Paula, aluno regularmente
matriculado no Curso de Doutorado em Biotecnologia da Rede Nordeste de
Biotecnologia — RENORBIO, Ponto Focal Bahia, defendeu, para preenchimento do
requisito de Doutor, sua tese intitulada “Identificagdo, diagndstico e caracterizagéo
molecular do Norovirus humano em pacientes com gastroenterite aguda”. A defesa
da referida tese ocorreu, das dez horas as 134~ tendo a Doutoranda Fabiana Lopes de
Paula sido submetido a sabatina, dispondo cada membro da Banca do tempo para tal.
Finalmente, a Banca reuniu-se em separado e concluiu por considerar a Doutoranda
Aorovopt> _por sua tese e sua defesa terem, por unanimidade, recebido

0 conceito 4«%4—(—*}%&:\.

Eu, Gubio Soares Campos, que presidi a Banca de Tese, assino a presente Ata,
juntamente com os demais membros e dou fé. Em Salvador, vinte e nove de agosto de

2014, O w /Vi

¢ ) Prof. Dr. Giibio Soares Campos -UFBA
(Orientador)

%b‘o&w kOmla&m? /%/ / %jd/

Prof. LISr Paulo José 'LMulz UFRB Profa. Dra. Lilia Ferre\fa de Moura Costa — UFBA
j Z’E’xamlnader (Examinadora)
G e _QL@WL Boroes Soanid loinma o
Prof. Dr. Fdbio Alexandre Chinalia - UFBA Profa. Dra. Josilene Borges Torres Lima Matos UFBA
(Examinador) (Examinadora)

Rede Nordeste de Biotecnologia — Nicleo de Pés-Graduagio
Homepage: http://www.renorbio.org.br



Dedico este trabalho aos meus pais,

meu alicerce, meu equilibrio, meu “tudo”.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por ser a luz que ilumina meu caminho, por caminhar

sempre do meu lado e por me dar for¢a na conquista de mais uma etapa da vida.

A minha familia por ser a minha fortaleza, principalmente aos meus pais, pelo amor
incondicional e, em especial, as minhas avds Ema e Ruth, minha irma Claudia, meu cunhado

René e minha sobrinha Isabella.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Gubio Soares Campos, por ter me aceitado como sua
orientanda, pela paciéncia, confianca e apoio constante.

A minha co-orientadora, Prof®. Dr?. Silvia Inés Sardi, por ter me recebido no
laboratdrio, pelos ensinamentos e pelas valiosas colaboracdes no desenvolvimento deste
trabalho.

A Prof®. Dr®. Flora, pelos ensinamentos transmitidos, pela paciéncia, pelo incentivo,
pela atencéo e, principalmente, pela amizade desenvolvida.

Ao Prof. Dr. Marcus Welby-Borges, pelas sugestdes e correcoes dos trabalhos.

As minhas amigas e colegas de laboratério pelo apoio. Em especial a Aryane, Camila,
Dellane, Isabela e Julianna por todos esses anos de amizade e companherismo. Obrigada por

VOCEs estarem sempre presente nos momentos de alegrias e pelo apoio nos momentos dificeis.



Ao curso de Doutorado em Biotecnologia, a todos os professores, funcionarios e amigos
conquistados, pelos momentos de descontracdo e aprendizado. Em especial a Jussi pela

disponibilidade sempre quando solicitada.

Aos integrantes das bancas examinadoras, de qualificagdo e da defesa de tese, que

gentilmente aceitaram participar e compartilhar seus conhecimentos.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia — FAPESB pelo apoio

financeiro.

A Universidade Federal da Bahia — UFBA pela disponibilizacio da infraestrutura

necessaria para a realizacdo deste trabalho.

A Universidade Federal do Reconcavo da Bahia — UFRB pelo auxilio na minha
capacitacdo profissional. Em especial aos meus colegas de trabalho e alunos, pela

compreensdo, apoio e paciéncia.

A todos aqueles que auxiliaram e/ou participaram direta ou indiretamente para a

realizacdo deste trabalho, meus sinceros agradecimentos.



“Ninguém ignora tudo.

Ninguém sabe tudo.

Todos n6s sabemos alguma coisa.
Todos nds ignoramos alguma coisa.

Por isso aprendemos sempre”.

Paulo Freire



RESUMO

A gastroenterite aguda é considerada um importante problema de saude publica mundial,
acometendo aproximadamente dois milhGes de mortes por ano no mundo. O Norovirus
(NoV), membro da familia Caliciviridae, género Norovirus, € um virus ndo envelopado, RNA
positivo, considerado um importante agente etiolégico das gastroenterites ndo bacterianas.
Atualmente, o NoV esta classificado em cinco genogrupos (GI-GV) e subclassificados em
genotipos, podendo apresentar variantes ou recombinacfes génicas. A infeccdo por NoV
acomete individuos de todas as idades, com énfase em criancas e idosos. Neste estudo,
durante os anos de 2009 a 2012, foi identificada uma alta frequéncia da infeccdo por NoV em
criancas com quadros de gastroenterite aguda segundo o teste da reacdo em cadeia pela
polimerase pds-transcricdo reversa (RT-PCR). A infeccdo viral acometeu preponderantemente
criancas de faixa etéria entre 1 a 2 anos de idade com manifestacBes clinicas de vomito e
diarreia. Foi observada, também, neste trabalho a alta frequéncia de casos positivos de
gastroenterites por NoV entre os meses com maior indice pluviométrico, principalmente no
més de julho de 2010. Para a deteccdo do NoV, varios métodos de diagnostico sdo utilizados,
embora 0 RT-PCR seja o teste padrdo-ouro, em unidades hospitalares, os testes
imunoenziméticos (teste imunocromatogréfico de fluxo lateral - RIDA®QUICK ou ELISA -
RIDASCREEN®) sdo preconizados. Um estudo aqui desenvolvido para averiguar a eficacia
dos testes imunoenzimaticos, demonstrou que o ELISA apresentou melhor desempenho na
deteccdo do NoV do que o teste imunocromatografico de fluxo lateral, o que nos permite

indica-lo como teste de diagnostico, especialmente no processamento de grande numero de



amostras. Porém, a realizacdo do RT-PCR ainda € indicada, principalmente na confirmacéo de
resultados e caracterizacdo molecular do virus. O NoV circulante, detectado na comunidade,
foi caracterizado molecularmente e a analise filogenética das cepas isoladas no estudo
demonstrou a predominancia do gendtipo Gll.4. As relacdes filogenéticas das cepas isoladas
neste estudo com cepas exclusivamente brasileiras, demonstrou que o GIl.4 também € um
gendtipo predominante no pais, assim como em outros paises, entretanto, deve-se aprofundar
os estudos visando a identificacdo de cepas variantes e/ou possiveis recombinantes de NoV
no Brasil. Este trabalho ajuda a reforcar o compromisso das instituices de saude na
identificacdo de agentes patologicos nos casos de gastroenterite, em prol do desenvolvimento

de campanhas de prevencao que visem reduzir a incidéncia dos mesmaos.

Palavras-chave: Norovirus, gastroenterite, infeccéo viral



ABSTRACT

Acute gastroenteritis is considered an important public health problem worldwide, affecting
about two million deaths worldwide each year. The Norovirus (NoV), a member of the family
Caliciviridae, genus Norovirus, is a non-enveloped viruses, RNA positive, considered an
important cause of nonbacterial gastroenteritis. Currently, NoV is classified into five
genogroups (GI-GV) and subclassified into genotypes and may exhibit variants or genetic
recombinations. NoV infections affect individuals of all ages, with an emphasis on children
and the elderly. In the present study, between the years 2009 and 2012, was identified by the
reverse transcription — polymerase chain reaction (RT-PCR), high frequency of NoV infection
in children with acute gastroenteritis.Among children, the age group most affected by the
infection was 1-2 years old; and the clinical manifestations were vomit and diarrhea. It was
also observed high frequency of positive cases for NoV infection among the months with the
highest rainfall, from May to August. The detection of NoV, involves the use of several
methods, being the RT-PCR the gold standard; however, the most widely used in hospitals are
enzyme immunoassays (immunochromatographic rapid tests - RIDA®QUICK and ELISA -
RIDASCREEN®). In the study to investigate the efficacy of the enzyme immunoassays, it can
be seen that ELISA showed better performance in detecting NoV, which allows indicating it
as a diagnostic test, especially when processing large numbers of samples. However, the RT-
PCR is still indicated, mainly in confirming results and molecular characterization of the
virus. The NoV circulating, detected in the community, was submitted to molecular
characterization and phylogenetic analysis of the isolate strains demonstrated the

predominance of genotype GI1.4. The phylogenetic relationships of the isolates in this study



and the Brazilian strains showed that Gll.4 is the predominant genotype in the country,
however, further studies should be performed to identify variants and/or possible recombinant
NoV strains in Brazil. This study allows reinforcing the health institutions in identifying
pathogens that causes gastroenteritis, for the development of prevention campaigns aimed at

reducing the incidence of the same.

Key-words: Norovirus, gastroenteritis, viral infection
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1 INTRODUCAO

A gastroenterite aguda, que acomete anualmente em media 700 milhdes de criancas
menores de cinco anos de idade, é considerada um importante problema de saude publica
mundial, tanto em paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento. Embora com
baixos indices de mortalidade nos paises desenvolvidos, esta patologia é responsavel por
aproximadamente dois milhGes de mortes por ano em todo 0 mundo (OKITSU-NEGISHI et
al., 2004; WHO, 2009).

Os principais agentes etioldgicos associados a esta patologia sdo parasitas, fungos,
bactérias e virus (LI et al., 2012). Desde a década de 30 existia uma suspeita de que 0s agentes
virais estariam associados a gastroenterite, entretanto, apenas em 1972 Kapikian e
colaboradores identificaram o0 primeiro virus, “Norwalk virus”, como causa de gastroenterite
aguda (ATMAR; ESTES, 2006).

O Norovirus (NoV), considerado o principal agente etiol6gico da gastroenterite aguda
de origem ndo bacteriana em todo o mundo (GLASS et al., 2009), estd associado a casos
esporadicos e ndo esporadicos (surtos) e apresenta rapida disseminacdo (ATMAR; ESTES,
2006).

A transmissdo do NoV ocorre, principalmente, pela ingestdo de agua e alimentos
contaminados (RABENAU et al., 2003) e permanece estavel no ambiente por longos
periodos, necessitando de baixas doses para causar infecgdo. Suas principais manifestacoes
clinicas sdo vomitos, diarreia, dores abdominais e febre (HUTSON et al., 2004;

WIDDOWSON et al., 2005).
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O diagnostico do NoV é baseado na deteccdo do virus em amostras de fezes por
microscopia eletrénica, métodos imunoenzimaticos ou reacdo em cadeia da polimerase via
transcriptase reversa (RT-PCR) (GREEN et al., 1995).

Com o advento da biologia molecular, véarias pesquisas tém sido desenvolvidas com o
intuito de aprimorar o conhecimento do NoV e, consequentemente, desenvolver vacinas e
drogas antivirais para a prevencdo e tratamento destas infec¢des virais, pois até 0 momento,

ndo existem vacinas e medidas terapéuticas eficazes para as mesmas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

O primeiro relato de gastroenterite foi descrito por Zahorsy em 1929, quando o
pesquisador propOs a expressao “winter vomiting disease” para descrever o aumento da
incidéncia de surtos de gastroenterite ndo bacteriana, durante os meses de inverno nos Estados
Unidos, cujas caracteristicas clinicas predominantes eram vomito, dores abdominais e diarreia

(ATMAR; ESTES, 2006).

Na década de 40, Gordon e colaboradores descreveram, pela primeira vez, a relacdo
entre o agente etioldgico viral e o desenvolvimento da gastroenterite, bem como a transmissdo
do agente viral entre humanos, durante surtos de gastroenterite ndo bacteriana nos Estados
Unidos (ATMAR; ESTES, 2006). A transmissdo do agente viral causador da gastroenterite
também foi observada, posteriormente, no ano de 1968, no periodo de outubro a novembro,
em uma escola primaria na cidade de Norwalk (Ohio, Estados Unidos) (GREEN et al.,1995;

KAPIKIAN, 2000; WIDDOWSON et al., 2005; BORGES et al.,2006).

No entanto, apenas em 1972, Kapikian e colaboradores identificaram o primeiro virus
associado a gastroenterite aguda, considerado como protétipo do Norovirus (NoV), através da
imunomicroscopia eletrénica, onde observou-se agregados de particulas “virus-like” de 27

nm, a partir de filtrado de fezes (GREEN et al.,1995; KAPIKIAN, 2000; WIDDOWSON et
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al., 2005; BORGES et al., 2006). Devido as caracteristicas morfoldgicas visualizadas, este
virus foi inicialmente denominado “small round-structured viruses” (SRSVs) ou “small round
viruses” e, apo6s a clonagem e sequenciamento do genoma do virus, essas denominagdes
deixaram de ser utilizadas e o virus foi denominado “Norwalk-like virus” (NLVS) e,
posteriomente Norovirus; classificado como género Norovirus, da familia Caliciviridae

(CDC, 2001; ATMAR; ESTES, 2006).
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2.2 ESTRUTURA MORFOLOGICA, GENOMICA E PROTEICA

A familia Caliciviridae foi criada em 1979 pelo Comité Internacional de Taxonomia
Viral — ICTV (International Comittee on Taxonomy of Viruses) e seu nome deriva da palavra
latina “calix”, que significa calice e se refere a morfologia icosaédrica do capsideo, quando
observada por microscopia eletrénica (ME) (GREEN et al., 2000).

Os virus pertencentes a esta familia compartilham algumas caracteristicas em comum,
como: a) os virions apresentam morfologia icosaédrica, formada pela proteina principal do
capsideo (VP1); b) o genoma é composto por uma fita simples linear de RNA de polaridade
positiva; c¢) o terminal 5’ estd ligado de forma covalente a uma pequena proteina VPg,
codificada pelo genoma viral; d) o terminal 3’ apresenta uma cauda poliadenilada (poli A)
ligada covalentemente ao seu genoma; e) apresenta duas ou trés fases abertas de leitura (ORFs
— Open Reading Frame); f) as proteinas do capsideo sdo produzidas a partir de um RNA
subgendmico, durante a replicacdo do virus (PRASAD et al., 1994; CLARKE; LAMBDEN,
1997; GREEN et al., 2000; KARST, 2010).

O NoV é um virus pequeno com aproximadamente 27-40nm de didmetro, ndo
envelopado, esférico, com capsideo de morfologia icosaédrica formado por duas proteinas,

VP1 e VP2 (GLASS et al., 2009; ATMAR, 2010) (Figura 01).
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Figura 01: Estrutura morfoldgica do NoV. A) Representacdao esquematica da particula viral
de NoV (Adaptado de HUTSON et al., 2004). B) Particulas virais do NoV visualizadas por
microscopia eletrbnica de varredura. Fonte:

http://www.cdc.gov/HAIl/organisms/norovirus.html

O genoma viral é composto por uma fita simples linear de RNA com 7,5 a 7,7
Kilobase (Kb) de comprimento e de polaridade positiva, organizado em trés fases abertas de
leitura (ORF — open read frame) (HARDY, 2005), sendo ligado de forma covalente a proteina
VPg no terminal 5°, com fun¢@o de iniciar a replicacdo do genoma e conduzir a tradugdo das
proteinas virais, e a uma cauda poliadenilada (poli A) no terminal 3°, com fungdo de dar

estabilidade & molécula e auxiliar na tradugdo (ROHAYEM et al., 2006; KARST, 2010)

(Figura 02).
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Figura 02: Organizagdo gendémica do NoV. Representacdo esquematica do genoma viral e

seus produtos proteicos (Adaptado de YU et al., 2014).


http://www.cdc.gov/HAI/organisms/norovirus.html
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A primeira ORF tem aproximadamente 5Kb, esta localizada no primeiro terco do

genoma e codifica uma poliproteina de 200 kilodaltons (kDa) que, apos a traducéo, é clivada

em 7 proteinas (NS1-NS7) ndo estruturais na seguinte ordem: NS1; NS2 ou p48 (proteina de

48 kDa); NS3 ou NTP (nucleosideo trifosfatase); NS4 ou p22 (proteina de 22 kDa); NS5 ou

VPG; NS6, Pro, 3C ou 3CLpy, (3C-like protease); NS7, Pol ou RdRp (RNA polimerase RNA

dependente), cujas funcOes estdo descritas na tabela abaixo (Tabela 01) (BELLIOT et al.,

2003; HARDY, 2005; SOSNOVTSEYV et al., 2006; DONALDSON et al., 2010; KARST,

2010; YU et al., 2014). Essas proteinas, que sdo essenciais para a replicacdo viral, sao

processadas co- e pos-traducionalmente pela 3C-like protease (DONALDSON et al., 2010).

Tabela 01: Funcdes das proteinas ndo estruturais codificadas pela ORF1.

Nome da proteina

Funcéo (es)

Referéncia (s)

NS1 Funcéo indefinida
NS2 ou p48 Envolvida no transporte intracelular de | ETTAYEBI; HARDY,
proteinas virais e na formacdo do complexo | 2003;
de replicacéo viral FERNANDEZ-VEGA
et al., 2004;
SCIPIONI et al., 2008
NS3, NTP ou NTPase Proteina com atividade NTPase (hidrolisa | HARDY, 2005

ATP), poréem sem atividade helicase (incapaz
de desenrolar uma fita de RNA)

NS4 ou p22

Envolvida no transporte da membrana celular
e na formacdo do complexo de replicacéo
viral

SCIPIONI et al., 2008

NS5, VPG ou VPg

Envolvida na traducdo do RNA viral
(recrutamento dos ribossomos pelo RNA
viral)

HARDY, 2005

NS6, Pro, 3C ou 3CLp(,

Clivagem da poliproteina ORF1 (formagéo
das proteinas ndo estruturais)

SCIPIONI et al., 2008

NS7, Pol ou RdRp

Proteina com fungdo importante na iniciagao
da sintese do RNA viral (replicacdo do
genoma viral)

ESTES et al., 2006
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A ORF2 apresenta 1,8 Kb de comprimento e possui aproximadamente 60 KDa de
massa molecular. Ela codifica a maior proteina estrutural (57 KDa), a VP1, que esta
organizada em dois dominios principais: S (shell) e P (protuding), unidos por uma regido
dobradica, flexivel (hinge), e tem como funcdo a formacdo do capsideo viral
(BERTOLOTTI-CIARLET et al.,, 2002; HARDY, 2005; DONALDSON et al., 2010;
KARST, 2010). O dominio S (shell), parte interna do capsideo, envolve o genoma viral, € um
dominio relativamente conservado e é denominado braco N-terminal (TAN; JIANG, 2007;
KARST, 2010). O dominio P (protuding), denominado C-terminal, € mais variavel e esta
subdividido em dois subdominios, um mais interno denominado P1 e outro mais externo
denominado P2, responsaveis por formar as protrusdes proeminentes do capsideo viral

(BERTOLOTTI-CIARLET et al., 2002; TAN; JIANG, 2007; KARST, 2010).

Nt 1 5374 6950 7654
ORF1
ORF 2 ORT3 J i
b e ) PoliA
- ~ 7588
\ ~7'5358 S~
5 o ~
~ ~
- . ~
- Hinge ~.
- ~
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Dominio Shell l P1 P2 P1
A
~ ) .
N-terminal C-terminal

Figura 03: Organizacdo da ORF2 do genoma do NoV. Representacdo esquematica dos
dominios e subdominios da ORF2 (Adaptado de GREEN, 2007 e DONALDSON et al.,
2008).

A terceira ORF, com 0,6 Kb de comprimento, codifica uma pequena proteina

estrutural basica denominada VP2, constituida por 208-268 aminoacidos (aa), com massa
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molecular de aproximadamente 22 a 29 KDa. Na particula viral, podem estar presentes uma
ou duas copias desta proteina, que tem como fungdes o empacotamento do RNA viral e 0
aumento da estabilidade da proteina VVP1, protegendo-a da degradacdo das proteases durante a
montagem do capsideo (BERTOLOTTI-CIARLET et al., 2003; HARDY, 2005;

DONALDSON et al., 2010) (Figura 04).

Monomero b

Dominio-P2

Dominio-P1

Interior do capsideo

Figura 04: Estrutura do capsideo viral do NoV. A particula do NoV (VLP NoVs) possui 90
dimeros da proteina do capsideo montados em simetria icosaédrica (a). Cada proteina
monomeérica do capsideo esta dividida em uma regido N-terminal (em verde) de frente para o
interior da VLP; um dominio Shell (Dominio-S, em amarelo), que forma a superficie continua
da VLP; um dominio saliente (Dominio-P), que origina da superficie do Dominio-S. O
Dominio-P encontra-se dividido em dois subdominios P1 (em vermelho) e P2 (em azul), com
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o0 subdominio-P2 na superficie mais distal da VLP (b). As figuras (c) e (d) representam o corte
transversal e o fundo da VLP, respectivamente (Adaptado de HUTSON et al., 2004).

O NoV apresenta também um RNA subgen6mico, que esta presente no momento da
replicacdo viral, com aproximadamente 2 Kb de comprimento, de polaridade positiva,
contendo ORF2 e ORF3, responsaveis por codificar as proteinas estruturais. Similar a0 RNA
gendmico, ele é covalentemente ligado ao VVPg no terminal 5"e a cauda poliA no terminal 3
(JIANG et al., 1993; CLARKE; LAMBDEN, 1997; BERTOLOTTI-CIARLET et al., 2003;

KARST, 2010).
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2.3 CLASSIFICACAO

O Norovirus (NoV), anteriormente denominado “Norwalk-like virus” (NLVs),
pertence a familia Caliciviridae, género Norovirus. Os outros géneros que compdem essa
familia sdo: Sapovirus, previamente denominado como “Sappo-like viruses” (SLVs),
Lagovirus, Vesivirus e Nebovirus (anteriormente denominado Becovirus) (GREEN et al.,
2000; GREEN, 2007). Alguns autores sugerem ainda a existéncia de outros dois géneros, 0
Recovirus, que infectam macacos e humanos (FARKAS et al., 2008; SESTAK et al., 2012;
SMITS et al., 2012) e o Valovirus, que infectam suinos e frangos (L"HOMME et al., 2009;
WOLF et al., 2011), os quais ainda estdo em fase de revisdo pelo Comité Internacional de
Taxonomia Viral — ICTV (International Comittee on Taxonomy of Viruses).

Os virus pertencentes ao género Norovirus e 0 Sapovirus sdo considerados importantes
agentes etiolégicos da gastroenterite em humanos e outros animais como suinos, bovinos,
caninos, felinos e murinos. Por outro lado, 0s virus pertencentes aos géneros Lagovirus,
Vesivirus e Nebovirus tém importancia apenas veterinaria, pois sdo responsaveis por infectar
animais como coelhos, gatos e bovinos (ZHENG et al., 2006; GREEN, 2007).

O NoV é classificado em genogrupos, representados pela letra “G” seguida por
numero romano, e genoétipos (ou clusters), representados por nimero arabico e separados do
genogrupo por um ponto.

Baseado na diversidade genética da sequéncia completa de aminoacidos que codifica a
proteina VP1 (ORF2), 5 genogrupos (GI-GV) sdo identificados em diferentes hospedeiros,

entre eles: humanos (GlI, Gll e GIV), suinos (GlI), bovinos (GlII), caninos e felinos (GIV) e
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murinos (GV) (LEVETT et al., 1996; ZHENG et al., 2006; ATMAR, 2010). Entretanto, tem
sido proposta, por alguns autores, a existéncia do sexto genogrupo (GVI), o qual foi
identificado em caninos (MARTELLA et al., 2009; MESQUITA et al., 2010).

A gquantidade dos diferentes genotipos do NoV existentes ainda ndo esta totalmente
definida, devido ao constante surgimento de novas cepas e devido a desacordos quanto a
definicdo da melhor regido genémica para estabelecer esta quantificacdo. Até os dias atuais,
as andlises da sequéncia completa do gene que codifica a proteina VP1 (ORF2) e da sequéncia
do gene da RNA polimerase RNA dependente (RdRp) (ORF1) do genoma viral sdo
amplamente utilizadas para classificar as cepas de NoV quanto aos genotipos (ANDO et al.,
2000; VINJE et al., 2004; ZHENG et al., 2006; KRONEMAN et al., 2013).

Baseado em andlises da sequéncia completa do gene que codifica a proteina VP1
(ORF2), inicialmente foram identificados 32 genotipos de NoV (ZHENG et al., 2006) e, mais
recente, Hall e colaboradores identificaram mais trés gendtipos diferentes, sendo 8 genotipos
pertencentes ao Gl, 21 ao GllI, 3 ao Glll, 2 ao GIV e 1 ao GV (HALL et al., 2011) (Figura
05).

Dentre as diferentes cepas de NoV encontradas nos humanos, as Gll.4 sdo as mais
prevalentes no mundo e consideradas responsaveis, desde 2001, pela maioria dos surtos de
gastroenterites virais no mundo (DONALDSON et al., 2008; SIEBENGA et al., 2009).
Alguns autores sugerem que a presenca de variantes de Gll.4, detectadas na regido D do
capsideo viral (ORF2), seria uma possivel causa da prevaléncia das cepas Gll.4 no mundo
todo (FRANKHAUSER et al., 2002; TU et al., 2008; MATTISON et al., 2009; FERREIRA

etal., 2012; AHMED et al., 2013; ARAGAO et al., 2013; SILVA et al., 2013).
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Figura 05: Classificacdo do NoV. Classificacdo baseada na diversidade genética da
sequéncia completa de aminoacidos do gene que codifica a proteina VP1 (ORF2). As cepas de
NoV sdo classificadas em 5 genogrupos (GI-GV) e 35 gendtipos (Adaptado de HALL et al.,
2011).
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2.4 MECANISMO DE REPLICACAO

O local exato onde ocorre a replicagdo do NoV e o seu mecanismo de replicacdo ainda
ndo estdo totalmente esclarecidos. Acredita-se que a replicacdo ocorra nas celulas epiteliais do
trato intestinal superior e que o mecanismo de replicacao apresente semelhanga com 0s outros
virus que possuem genoma de RNA com polaridade positiva. Nestes virus, a replicacdo
acontece em sete etapas: (a) interacdo do virus com a célula hospedeira através de receptores
especificos, (b) entrada da particula viral na célula hospedeira, (c) desnudamento do genoma
no citoplasma da célula hospedeira, (d) traducdo do genoma viral, (e) replicacdo do genoma
viral, (f) maturacdo e (g) liberacdo das particulas virais através da membrana plasmatica

(GREEN, 2007) (Figura 06).
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g) Liberacdo das particulas virais

a) Interacdo e b) entrada do virus

2\

d) Tradugdo do genoma

Late : Early

Figura 06: Mecanismo de replicacdo dos Calicivirus. Representacdo esquematica do
mecanismo de replicacdo dos virus de RNA de polaridade positiva (Adaptado de GREEN et
al., 2007).

Até o momento, sabe-se que o NoV reconhece receptores especificos presentes na
célula hospedeira, denominados antigenos do grupo sanguineo (HGBA — Histo-Blood Group
Antigens). Esses receptores podem ser encontrados como carboidratos complexos nas
membranas plasmaticas das células de varios tecidos humanos (eritrocitos e células epiteliais
dos tratos gastrointestinal e respiratério) ou como oligossacarideos livres em liquidos
bioldgicos (sangue, saliva, leite e secregdes intestinais) (MARIONNEAU et al., 2001;

HUANG et al., 2005; MURAKAMI et al., 2013).
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A interacdo dos receptores HGBAs com o NoV é considerada uma interacédo tipica
carboidrato-proteina, que ocorre no dominio P (protuding) do capsideo viral. Assim, qualquer
mudanca em um Unico aminoacido presente no dominio P, pode alterar essa interacéo;
situacdo observada na interacdo dos diferentes genoétipos (Gl e GIl) com os HGBAs (TAN;

JIANG, 2010) (Figura 07).

Norwalk virus (GI-1) VA387 (GlI-4)

Figura 07: Representacdo esquematica dos locais de interacdo do NoV com receptores
HBGA. Estrutura cristalizada da interface de ligagdo dos HGBAS e os genogrupos | (A) e Il
(B). Os dimeros estdo representados na cor cinza (um mondmero € mais escuro que o outro) e
0s trés principais componentes da interface de ligacdo dos HGBAS nas cores verde, vermelho
e laranja. O HGBA ¢é representado pela cor amarela. Embora os locais de ligagdo em ambos
0S genogrupos encontram-se no dominio P2, o local exato de ligacdo dos HBGAs diferem
entre si (Adaptado de TAN; JIAN, 2010).

Apo6s a interacdo com os HGBAs, o NoV entra na célula epitelial do trato
gastrointestinal e libera o seu genoma no citoplasma celular (BALL, 2007). O genoma do
NoV por apresentar polaridade positiva, atua como molde para a sintese de uma fita de

polaridade negativa, da qual sdo produzidas os RNAs gendmico e subgenémico
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(GOODFELLOW et al., 2005, ROHAYEM et al., 2006; DONALDSON et al., 2008;

ATMAR, 2010) (Figura 08).

DRF1 ORF3
HTPase FRO PFOL ORFZ Pz
ViPg a -
o (A, * RNA gendomico
Fita intermediaria negativa
VPy /
o ORFZ ORF3 (i, " RNA subgendmico

Particulas virais

Figura 08: Mecanismo de replicacdo do NoV. A replicacdo acontece a partir de uma fita
intermediaria negativa, da qual o RNA genémico e subgendmico sdo produzidos (Adaptado
de ATMAR, 2010).

O RNA genbmico € responsavel pela sintese das proteinas ndo estruturais (NS1-NS7),
que sdo originadas a partir da clivagem pela RdRp, e pela sintese das novas moléculas de
RNA genbmico, formadas através do processo de replicagdo com o proprio RNA
(ASANAKA et al., 2005; GREEN, 2007; GUIX et al., 2007). Por outro lado, 0 RNA
subgendmico tem a funcdo de codificar as proteinas estruturais (ORFs 2 e 3) e,
consequentemente, de produzir as proteinas VP1 e VP2 (BALL, 2007; GREEN, 2007;

KARST, 2010; ATMAR, 2010).
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Finalmente, ap0s a expressdo das proteinas estruturais advindas da traducdo de
moléculas de RNA subgenémico, o capsideo viral € montado e 0 RNA viral é empacotado,
formando as particulas virais infecciosas, as quais serdo liberadas posteriormente através da
membrana plasmatica da célula hospedeira por lise celular (ASANAKA et al., 2005; GUIX et

al., 2007).
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2.5 PATOGENESE E MANIFESTACOES CLINICAS

O NoV é transmitido por via oral, agua e alimentos contaminados; por via respiratdria,
através de aerossois produzidos pelos vémitos de individuos infectados e pelo contato direto
com pessoas infectadas (MARKS et al., 2003; ATMAR; ESTES, 2006; KARST, 2010).

Este virus é acido-resistente, com a capacidade de sobreviver a acdo do suco gastrico
e, como descrito anteriormente, admite-se que sua replicacdo ocorra na por¢do jejunal do
intestino delgado, onde ocorre a infec¢do priméaria (GREEN, 2007).

Apesar das infecces por NoV, na maioria das vezes, resultarem em algumas
manifestacdes clinicas (infeccbes sintomaticas), had relatos na literatura da existéncia de
infeccdes assintomaticas (KARST, 2010).

Quando as infecgdes sdo sintomaticas, apds um curto periodo de incubagdo (12-48h),
ocorrem as principais manifestac@es clinicas que sao caracterizadas, na maioria das vezes, por
episodios repetidos de diarreia aguda, que pode ter duracdo de 12 a 60 horas, frequentemente
associados a outros sintomas como: vOmitos, nauseas, febre, dores abdominais, dores de
cabeca e mialgias (PARKS et al., 1999; RABENAU et al., 2003).

O aparecimento da diarreia pode ser explicado pelos resultados das bidpsias de
individuos infectados, onde é observada inflamacdo na mucosa intestinal e aparéncia anormal
das células epiteliais absortivas, com expansdo dos vilos e encurtamento dos microvilos,
provocando lesdes na mucosa. Apés duas semanas da infeccdo, essa aparéncia histoldgica
anormal do intestino delgado desaparece e a normalidade do tecido é restabelecida. Por outro

lado, as nduseas e vomitos, observados durante o periodo da infec¢do, podem estar associados
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a gastroparesia transitdria, que cessa com o término da infeccdo viral (LOPMAN et al., 2002;
TROEGER et al., 2009).

Geralmente, essas manifestacdes clinicas ocorrem de forma branda e sdo autolimitadas
(RABENAU et al., 2003; KARST, 2010); entretanto, quando elas sdo persistentes, podem
ocorrer casos de desidratacdo e comprometimento nutricional, resultando, eventualmente, em
morte do paciente (PARKS et al., 1999; MORILLO et al., 2008). Segundo Chen et al. (2009),
raros casos de convulsdo em criancas associados a infeccdo por NoV também podem

acontecer.
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2.6 EPIDEMIOLOGIA

O NoV infecta individuos de todas as idades, 0 que raramente ocorre com 0S Outros
virus causadores da gastroenterite (GLASS et al., 2000). Esse virus &, geralmente, encontrado
em ambientes onde ha aglomerados de pessoas, como: escolas, creches, quarteis militares,
cruzeiros maritimos, festivais de musica e, com maior frequéncia, em hospitais e asilos
(FRANKHAUSER et al.,, 2002; ZAKIKHANY et al., 2012; BOTELHO-NEVERS;

GAUTRET, 2013).

A infeccdo por NoV ocorre durante todo o ano (ATMAR; ESTES, 2006), com um
padrdo de sazonalidade diferente nos dois hemisférios. No hemisfério Norte as infec¢des séo
mais comuns no inverno e no inicio da primavera, enquanto que, no hemisfério Sul elas

ocorrem com maior frequéncia na primavera e no verdo (MARSHALL et al., 2003).

No Brasil, ainda ndo se tem um padréo de sazonalidade definido, pois poucos estudos
foram desenvolvidos com esse intuito. Na regido Centro-Oeste, 0s maiores indices de
infeccdo por NoV ocorreram no periodo chuvoso (BORGES et al, 2006); no Rio de Janeiro,
no outono e primavera (VICTORIA et al., 2007) e no Espirito Santo, durante a seca

(RIBEIRO et al., 2008).

O NoV e responsavel por 50% de todas as gastroenterites no mundo, incluindo aquelas
causadas por bactérias e parasitas. Considerando apenas as gastroenterites virais, o0 NoV €
responsavel por 73 a 95% dos surtos e de 5 a 48% dos casos esporadicos (ATMAR; ESTES,

2006).
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Estima-se que, a cada ano, o NoV é responsavel por 64.000 episodios de diarreia com
necessidade de hospitalizacdo, 900.000 visitas de criancas a médicos registradas em paises
industrializados e 200.000 mortes de criancas menores de cinco anos de idade em paises em
desenvolvimento (PATEL et al., 2008), sendo considerado como a segunda causa mais
comum de hospitalizacdes por gastroenterite em criancas, seguido pelo rotavirus (ATMAR,;

ESTES, 2006; PATEL et al., 2008).

O NoV pode aparecer periodicamente de forma global ou nacional, substituir outras
cepas previamente circulantes e aumentar a incidéncia da doenca (WIDDOWSON et al.,
2005). Neste contexto, € observada desde a década de 90, a associacdo das cepas Gll.4 com as
epidemias de gastroenterite resultantes da infeccdo por NoV (FRANKHAUSER et al., 2002;

TU et al., 2008)

A primeira variante GIl.4 associada a epidemia global, US95/96, foi detectada
inicialmente durante dois surtos de gastroenterite ocorridos nas cidades de Lymington e
Southampton, Reino Unido, em fevereiro de 1995. Posteriormente, ela foi detectada nos
Estados Unidos em abril de 1995; no Brasil, Canada, Australia e Holanda no final de 1995;
Australia, Holanda e China, em 1996; e na Alemanha, antes de outubro de 1997, o que sugere
que esta cepa também estava circulando em todo o mundo durante este periodo (NOEL et al.,

1999).

Em 2002, outra variante, denominada “Farmington Hills virus”, foi identificada em
cruzeiros, restaurantes, asilos, creches, causando epidemias de gastroenterite na Europa, nos

Estados Unidos e Australia (WIDDOWSON et al., 2003).

Nos anos de 2004 e 2006 foi observada uma epidemia global, onde as infec¢fes por

NoV estavam associadas com o surgimento de uma outra variante Gll.4, denominada “Hunter



41

virus”. Esta cepa foi identificada primeiramente no estado de New South Wales, Australia, em

2004 e, subsequentemente, houve a disseminacéo por varios paises (BULL et al., 2006).

A variante denominada Gl11.4 2006b, ou Minerva, foi identificada pela primeira vez em
dezembro de 2005, na Espanha (KRONEMAN et al., 2006) e, posteriormente, foi
disseminada por varios paises. Nos Estados Unidos, ela foi responsavel por surtos de
gastroenterite registrados no final de 2005 e inicio de 2006 (VEGA et al., 2011); no Canada,
entre julho de 2006 a junho de 2009 (HASING et al., 2013) e na Bulgaéria, entre dezembro de
2006 a abril de 2007 (MLADENOVA et al., 2008), entre outros paises da Europa
(KRONEMAN et al., 2006). Sua primeira identificacdo na China foi em julho de 2006 (LIU

et al., 2010) e na Italia em agosto deste mesmo ano (RAMIREZ et al., 2009).

A variante GIl.4 New Orleans foi identificada pela primeira vez nos Estados Unidos,
em outubro de 2009. Ela causou 60% dos surtos de gastroenterite neste pais, durante o
periodo de outubro de 2009 a maio de 2010, e substituiu a cepa Gll.4b até entdo predominante

(VEGA et al.,2011).

Em 2012, uma nova cepa variante, denominada GIll.4 Sydney, foi detectada em
Sydney, Australia (VAN BEEK et al., 2013). Posteriormente esta cepa foi detectada em varios
outros paises como nos Estados Unidos (BARCLAY et al., 2013), na Bélgica (FONAGER et
al., 2013), na Dinamarca (FONAGER et al., 2013), na Itadlia (GIAMMANCO et al., 2013),
Bangladesh (RAHMAN et al., 2013), Suica (HUTTNER et al., 2013), China (JI et al., 2013;

SHEN et al., 2013) e no Brasil (SILVA et al., 2013).

De acordo com um relatorio dos Centros de Controle e Prevencao de Doencas (CDC),
mais da metade dos surtos de NoV relatados entre setembro e dezembro de 2012 nos Estados
Unidos foram causadas por GIll.4 Sydney, estabelecendo assim a substituicdo oficial da

variante Gl1.4, previamente denominada New Orleans (BARCLAY et al., 2013).
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2.7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A répida deteccdo do NoV ¢ essencial para a implementacdo de medidas que visam a
reducdo da disseminacdo das infec¢Bes gastrointestinais causadas por este virus (BRUINS et

al., 2010; GEGINAT et al., 2012; AMBERT-BALAY; POTHIER, 2013).

Desde a primeira identificacdo das particulas virais do NoV, por microscopia
eletronica (GREEN et al.,1995; WIDDOWSON et al., 2005; BORGES et al.,2006), alguns
métodos para a deteccdo do virus em amostras fecais vem sendo desenvolvidos, como 0s
testes imunoenzimaticos (testes de imunoabsorbancia ligado a enzima (ELISA - enzyme-
linked immunosorbent assay) e testes imunocromatograficos de fluxo lateral) e a reacdo em

cadeia pela polimerase pds-transcricdo reversa (RT-PCR).

A microscopia eletronica e a imunomicroscopia eletrnica permitem detectar
particulas de NoV em fezes. Entretanto, estas metodologias apresentam limitagfes como a
baixa sensibilidade, pois exigem altas concentracdes virais (10° — 10° particulas/mL) para
visualizacdo, podendo ser confundidos com outros calicivirus devido as semelhangas
morfolégicas e também exigem equipamentos especificos, que ainda ndo sdo acessiveis para

grande parte dos pesquisadores (KOOPMANS et al., 2002; GREEN, 2007).

Os testes imunoenzimaticos para a detecgdo do NoV comecaram a ser desenvolvidos a
partir de uma pesquisa realizada por Jiang e colaboradores (1992), quando estabeleceram um
sistema para a expressdo das proteinas do capsideo do NoV em baculovirus, permitindo

assim a obtengdo do antigeno viral (JIANG et al., 1992).
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Estes testes proporcionam um diagnostico rapido e de facil execugédo, ndo necessitam
de equipamentos sofisticados e processam varias amostras ao mesmo tempo (BRUIN et al,
2006; KHAMRIN et al., 2008; MORILLO et al., 2011), o que permite uma rapida deteccao de
noroviroses, possibilitando a reducdo da rapida propagacdo de infeccdes gastrointestinais
(POMBUBPA,; KITTIGUL, 2012; AMBERT-BALAY; POTHIER, 2013). Entretanto, ainda

ha poucos relatos na literatura quanto a eficacia destes métodos (BRUGGINK et al., 2011).

As técnicas de biologia molecular sdo consideradas padrdo ouro no diagnostico e
caracterizacdo de agentes virais (HALL et al., 2011), sendo o RT-PCR um dos métodos
utilizados em todo o mundo. O seu desenvolvimento na década de 90, proporcionou um meio
de diagnostico para a deteccdo de infecgdes por NoV (WIDDOWSON et al., 2005). Embora
este método seja considerado o mais sensivel e especifico para o diagnostico deste virus, ele é
um meio de diagnostico caro, exige pessoal treinado e equipamentos especializados

(KHAMRIN et al., 2008; KIRBY et al., 2010).

A deteccdo e caracterizacdo do NoV, atraves do RT-PCR, sdo realizadas com a
utilizacdo de iniciadores, que podem ser desenhados a partir de diferentes regiées do genoma
viral (ORFs 1, 2 e 3), denominadas: (a) regido A, onde esta localizado o gene RdRp na ORF1,
(b) regido B, localizada na extremidade 3’ da ORF1, (c) regido C, pequena regido localizada
proxima a extremidade 5’ da ORF2, (d) regidao D, localizada na regido 3> da ORF2 (ANDO et
al., 2000; VINJE et al., 2004) (Figura 09). Dentre esses, os iniciadores desenhados a partir da
regido A sdo amplamente utilizados por esta regido ser considerada altamente conservada

(VINJE et al., 2003).
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ORF1 RdRp ORF3 — (A
\ ORF2

Regidao A

Regido B

Regido C Regido D

Figura 09. Representacdo esquematica das regiGes utilizadas para o desenho dos
iniciadores. Regides A, B, C e D (Adaptado de VINJE et al., 2004).

As sequéncias génicas das cepas de NoV, obtidas por pesquisadores do mundo todo,
sdo depositadas em banco de dados disponiveis na internet, como o GenBank, Noronet e
CaliciNet. O GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) é um banco de dados do
National Institutes of Health (NIH), onde contém sequéncias génicas de varios organismos,
com colaboracdo internacional do banco de dados de DNA do Japdo (DDBJ) e do Laboratério
Europeu de Biologia Molecular (EMBL). 0] NoroNet
(http://www.rivm.nl/en/Topics/N/NoroNet) € uma continuacdo da rede Foodborne Viruses in
Europe (FBVE), que compreende virologistas e epidemiologistas de 13 paises europeus desde
1999. Esse banco de dados compartilha informagdes de pesquisas sobre virus entéricos,
principalmente sobre o NoV. O CaliciNet (www.caliciNet@cdc.gov) € um banco de dados
desenvolvido pelo CDC em 2009, que compreende uma rede de laboratorios de saude publica
e de regulamentacdo dos alimentos, os quais depositam sequéncias génicas do NoV,

identificadas a partir de surtos.

As informacdes contidas nestes bancos de dados podem ser utilizadas para associar

surtos e identificar novas cepas circulantes em todo o mundo.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://www.rivm.nl/en/Topics/N/NoroNet
http://www.caliciNet@cdc.gov/
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2.8 PREVENCAO, CONTROLE E TRATAMENTO

As classificagfes de risco dos agentes biologicos diferem entre os paises, em virtude
de fatores regionais especificos que podem influenciar na sobrevivéncia do agente biolégico e

no seu potencial endémico (MS, 2006).

Nos Estados Unidos, o Center for Disease Control (CDC) classifica estes agentes em
trés categorias A, B e C. Baseado nesta classificacdo, o NoV é incluido na categoria B devido
a sua alta infectividade, extrema estabilidade no ambiente, resisténcia aos desinfetantes

comuns e por causar doenga incapacitante (KARST, 2010; HALL et al., 2011).

No Brasil, 0s agentes bioldgicos séo classificados em classe de risco 1, 2, 3 e 4, com
base em diversos aspectos, tais como: viruléncia, modo de transmissdo, estabilidade do
agente, concentracdo e volume, origem do material potencialmente infeccioso,
disponibilidade de medidas profilaticas eficazes, disponibilidade de tratamento eficaz, dose
infectante, tipo de ensaio e fatores referentes ao trabalhador (MS, 2006). De acordo com esta
classificacdo, o NoV ¢é classificado na classe de risco 2, por apresentar risco individual
moderado e limitado risco para a comunidade. Nesta classificacdo estdo incluidos os agentes
bioldgicos que provocam infec¢bes no homem ou animais, cujo potencial de propagacdo na
comunidade e de disseminacdo no meio ambiente é limitado, e para os quais existem medidas

terapéuticas e profilaticas eficazes (MS, 2006).

O periodo de incubacdo do NoV é muito curto e ele é considerado um virus altamente

infeccioso. Assim, a interrupcdo da transmissdo € a primeira estratégia para a prevengao
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(WILHELMI et al., 2003), que inclui a higienizacdo frequente das méos com agua e sabao,

seguida ou ndo da utilizacdo de antissépticos (HALL et al., 2011).

Uma vez no ambiente, 0 NoV pode permanecer infeccioso por um longo periodo de
tempo em superficies inanimadas, a depender dos procedimentos de limpeza e desinfecgédo
utilizados. Alguns estudos relatam que eles podem permanecer de 8 horas a 12 dias em

superficies contaminadas (CLAY et al., 2006; KOOPMANS, 2009).

A desinfeccdo das superficies pode ser realizada com o uso de diferentes solugdes,
como: hipoclorito de sodio a 2%, hipoclorito de sddio/detergente, vapor de alcool ndo
inflamavel em sistemas de CO,, vapor de cloro e outros compostos causticos, compostos com
oz6nio e peroxido de hidrogénio (PARASHAR et al., 2001; WILHELMI et al., 2003;
BARKER et al., 2004; HALL et al., 2011). Porém, a utilizacdo de detergentes dissociado do
hipoclorito de sodio e desinfetantes de uso comum, incluindo alcool e aménio quaternario é
ineficiente na eliminacdo da contaminacdo do NoV (BARKER et al., 2004; DUIZER et al.,

2004; ESTES et al., 2006).

Apesar da possivel utilizacdo das diversas medidas profilaticas descritas acima, ainda
¢ observado o aumento dos casos de infeccbes por NoV, o que tem motivado o
desenvolvimento de vacinas (WILHELMI et al., 2003; BARTSCH et al., 2012). Até o
momento as vacinas contra 0 NoV ainda estdo em fase de desenvolvimento e vérias questdes
fundamentais ainda precisam ser esclarecidas, como: a duracdo da imunidade, o conhecimento
especifico dos receptores de ligacdo, o grau de reatividade cruzada entre os diversos tipos de
NoV, o desempenho em grupos de alto risco (principalmente criancas e idosos) e se a
protecdo é proporcionada para todos os tipos de infecgfes, incluindo aqueles assintomaticos

(ESTES et al., 2000; DONALDSON et al., 2008; HALL, 2012).
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Estudos pre-clinicos para o desenvolvimento da vacina contra o0 NoV tém utilizado as
VLPs, particulas que imitam a estrutura e propriedades antigénicas destes virus. Estas
particulas sdo construidas com proteinas do capsideo VP1, ndo sdo replicaveis e ndo possuem
genoma viral (ATMAR; ESTES, 2012; TAMMINEN et al., 2013).

Em um estudo clinico desenvolvido para avaliar a eficacia da vacina com VLPs por
via intranasal, foi demonstrada a possibilidade de prevenir a infeccdo por NoV através da
vacinacdo. Entretanto, a protecdo observada foi homotipica, pois as cepas eram do mesmo
genogrupo (ATMAR et al., 2011).

Assim, tem sido sugerido o desenvolvimento de uma vacina contra 0 NoV com a
combinacdo de pelo menos dois gendtipos, sendo um gendtipo pertencente a cada um dos
principais genogrupos (TAMMINEN et al., 2013).

Atualmente, foi desenvolvido um estudo em ratos, utilizando uma vacina trivalente,
que consiste em NoV VLPs (Gl.3 e Gll.4) e Rotavirus recombinante (r\VVP6), administrada
intramuscularmente. Neste estudo, a vacina induziu respostas imunes mais potentes quando
comparadas as VLPs sozinhas, sugerindo uma protecdo para a grande maioria dos gendtipos
circulantes de NoV e Rotavirus (TAMMINEN et al., 2013).

Em humanos, foi conduzido um estudo utilizando uma vacina com VLPs, bivalente
(GI.1 e GIl.4) associada a adjuvante, por via intramuscular e, foi observada a protecdo dos
individuos adultos e reducdo dos sinais como vomitos e/ou diarreias (BERNSTEIN et al.,
2013).

A empresa farmacéutica Takeda anunciou, em outubro de 2013, os resultados de um
estudo na fasel/2 da vacina bivalente contra o NoV, utilizando VLPs (Gl e Gll), por via
intramuscular em voluntarios adultos saudaveis. O estudo demonstrou que houve um impacto
clinicamente relevante sobre a incidéncia da doenca e reducdo da excregdo viral nas fezes

(TAKEDA, 2013).
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Além dos estudos para o desenvolvimento de candidatas vacinas contra o NoV,
pesquisas com drogas antivirais tém sido desenvolvidas contra as gastroenterites causadas por
estes virus.

Em 2007 foi desenvolvido um estudo que permitiu elaborar uma biblioteca de
compostos com capacidade de inibir a ligacdo do NoV aos receptores HGBA, utilizando
antigenos salivares (FENG; JIANG, 2007). Neste mesmo ano, pesquisadores relataram, pela
primeira vez, que a associacdo de IFN-y e ribavirina poderia ser utilizada como opcao
terapéutica para o tratamento da gastroenterite causada pelo NoV (CHANG,; GEORGE,
2007).

Entretanto, até 0 momento, o tratamento das infec¢fes por NoV ainda consiste apenas
em medidas profilaticas, como nas gastroenterites causadas por outros agentes etiologicos.
Nos casos de gastroenterites leves, é recomendada a utilizacdo de fluidos e eletrdlitos para a
re-hidratacdo oral e, nos casos mais graves, a administracdo intravenosa de soro fisioldgico
(GLASS et al., 2009).

Por isto, é de fundamental importancia o desenvolvimento de estudos e pesquisas que
visem o aprimoramento de medidas preventivas e terapéuticas na abordagem das infecgdes

por NoV.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Detectar e caracterizar molecularmente o Norovirus humano (NoV) em amostras de
fezes de pacientes atendidos com quadro de gastroenterite aguda, no servico de emergéncia de

um hospital particular, na cidade de Salvador, Bahia, Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar a presenca de antigeno do NoV nas fezes de criancas com quadro de
gastroenterite aguda;

e Caracterizar os quadros gastroentéricos decorrentes da infeccdo por NoV;

e Auvaliar a eficicia dos testes imunoenzimaticos utilizados no diagndstico de
infeccdo causada por NoV;

e Caracterizar molecularmente as cepas de NoV circulantes em Salvador.
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RESUMO

A gastroenterite aguda representa um importante problema de satide pablica no mundo, sendo
responsavel pela terceira causa mais comum de morbidade em criancas nos paises em
desenvolvimento e por cerca de um terco de todas as hospitalizacbes entre os menores de
cinco anos. Ela esta associada a agentes etioldgicos de origem viral, sendo o Norovirus
(NoV) considerado o principal causador de surtos de gastroenterite aguda ndo bacteriana em
todo o0 mundo. Devido a importancia epidemioldgica desta virose, o objetivo desse estudo foi
detectar a presenca de Norovirus em amostras de fezes de criancas hospitalizadas com
sintomas de diarreia, no periodo de marco a junho de 2009 em Salvador, Bahia. O total de 233
amostras coletadas foram submetidas a deteccdo do NoV pelo teste imunoenzimatico
(ELISA). Do total das amostras analisadas, 60,08% (140/233) foram positivas no ELISA,
com predominancia para o sexo masculino e maior frequéncia da infeccdo em criangas na
faixa de 13 a 24 meses de idade. Amostras positivas pelo teste ELISA foram submetidas ao
teste RT-PCR e sequenciamento genético. Apos a analise génica, foi identificado um alto grau
de identidade com a cepa Gll.4. Nesse estudo, o NoV foi identificado como um importante
agente etiologico da gastroenterite em criancas no periodo estudado, sendo a cepa Gll.4 a

possivel responsavel pelas infeccdes por NoV na cidade de Salvador.

Palavras-chaves: Norovirus; gastroenterite; ELISA; RT-PCR.
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ABSTRACT

Acute gastroenteritis is an important public health problem worldwide, accounting for the
third most common cause of morbidity in children in developing countries and about one-
third of all hospitalizations among children less than five years of age. It is associated with
etiological viral agents, of which Norovirus (NoV) is considered the main cause of outbreaks
of acute non-bacterial gastroenteritis worldwide. Due to the epidemiological importance of
this virus, the aim of this study was to detect the presence of NoV in stool samples from
children hospitalized with symptoms of diarrhea, from March to June 2009 in Salvador,
Bahia. A total of 233 samples were subjected to an enzyme linked immune sorbent assay
(ELISA) for the detection of NoV. Of the total samples, 60.08% (140/233) were positive to
ELISA, with predominance of male gender and higher frequency of infection in children
between 13-24 months of age. Samples positive by ELISA were subjected to RT-PCR and
gene sequencing. After genetic analysis, a high degree of identity with the Gll.4 strain was
identified. In this study, NoV was identified as an important etiologic agent of gastroenteritis
in children in the period studied, considering GII.4 strain as possible responsible for the NoV

infections in Salvador.

Key-words: Norovirus; gastroenteritis; ELISA; RT-PCR.
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INTRODUCAO

A gastroenterite € um problema de satde publica mundial, que acomete anualmente
em meédia de 700 milhdes de criangas com menos de 5 anos de idade (OKITSU-NEGISHI et
al., 2004), sendo considerada como uma causa importante na mortalidade e morbidade
pediatrica, observada principalmente em paises em desenvolvimento. Sua etiologia €
diversificada, podendo ser resultante da infeccdo por bactérias, parasitas e virus (LI et al.,
2012).

Os virus que causam infec¢cdes gastrointestinais pertencem principalmente a quatro
familias distintas: calicivirus, rotavirus do grupo A, adenovirus e astrovirus (OKITSU-
NEGISHI et al., 2004). Dentre os virus que pertencem a familia Caliciviridae, destaca-se o
Norovirus (NoV), que esta relacionado com infeccBes gastrointestinais esporédicas e, mais
recentemente, identificado como agente causador da maioria dos surtos de gastroenterite
aguda no mundo. Nos paises em desenvolvimento, a infeccdo por este virus em criangas
resulta, em média, 1.100.000 hospitalizacfes e 218.000 mortes a cada ano (PATEL et al.,
2009).

O NoV é um virus icosaédrico, ndo envelopado, possui uma fita positiva de genoma de
RNA de 7,5 a 7,7Kb, com 27 a 35mm de didametro e apresenta grande diversidade genética.
Sua classificacdo é baseada de acordo com suas variantes genéticas em 5 genogrupos (G), dos
quais 3 (Gl, Gll e GIV) séo conhecidos por causar infecces em humanos (ZHENG et al.,
2006). Dentre estes, o genogrupo Gll é considerado como 0 mais prevalente no mundo, sendo
0 genotipo 4 responsavel por aproximadamente 80% de todas as infeccdes (DONALDSON et
al., 2008).

A transmissao do virus ocorre principalmente por contaminacgdo de agua e alimentos.

Apos o periodo de incubacdo, de 1 a 3 dias, as manifestacdes clinicas sdo caracterizadas por
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episddios repetidos de diarreia aguda, que pode ter duracdo de 12 a 60 horas e esta
frequentemente associada com uma variedade de outros sintomas como vOmitos, nauseas,
febre, dores abdominais, dores de cabeca e mialgias (ATMAR; ESTES, 2006; KARST,
2010). Estes sintomas, quando persistentes, ndo s6 comprometem a qualidade de vida, como
também contribuem para estabelecer um quadro de desidratacdo e suas complicagdes, além de
comprometimento nutricional (PARKS et al., 1999), podendo inclusive determinar a morte do
paciente. Apesar destes sintomas serem 0s mais encontrados nas infec¢des por NoV, tém sido
relatados casos de convulsdo em criancas, associados a estas infeccdes (CHEN et al. 2009).

O diagnostico para NoV € baseado na deteccdo do virus em amostras de fezes por
microscopia eletrénica, métodos imunoenzimaticos (teste imunocromatografico de fluxo
lateral e teste de imunoabsorbancia ligado a enzima — ELISA) ou reacdo em cadeia da
polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR) (BRUIN et al., 2006). Todos estes métodos de
diagnosticos apresentam vantagens e desvantagens quanto ao seu uso. Entretanto, dentre eles,
0 RT-PCR tem se mostrado o mais sensivel e especifico, sendo, portanto, considerado como
padrdo ouro no diagndéstico de NoV (GEORGIADIS et al., 2010).

A relevancia do NoV como causador de surtos de gastroenterite em criangas e adultos
ja estd bem definida, principalmente em paises desenvolvidos. Entretanto, poucos estudos
identificam seu envolvimento na gastroenterite pediatrica nos paises em desenvolvimento,
incluindo o Brasil (PARKS et al., 1999; ARAGAO et al., 2009; XAVIER et al., 2009). Desta
forma, o objetivo deste estudo foi identificar e genotipificar o agente etioldgico em fezes de
criangas com quadros de gastroenterites agudas atendidas em uma unidade de emergéncia na

cidade de Salvador, Bahia, Brasil.
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MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Salvador (UNIFACS), sob protocolo numero 04.11.12.

Foram coletadas 233 amostras de fezes de criancas menores de 5 anos de idade,
atendidas com gastroenterite aguda, no Hospital Alianca, na cidade de Salvador, durante o
periodo de marco a junho de 2009, as quais foram armazenadas a -70°C. As amostras foram
analisadas por teste imunoenzimatico — ELISA (Ridascreen® Norovirus 3* geracdo, R-
Biopharm, Alemanha), utilizando os procedimentos de acordo com o fabricante. Dentre as
140 amostras positivas para ELISA, foram selecionadas 47 amostras aleatoriamente, para a
deteccdo do gene NoV RNA polimerase, pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase via
transcriptase reversa (RT-PCR). O RNA viral foi extraido diretamente das amostras de fezes,
pela técnica de coluna, com a utilizacdo do Kit QIAmp viral RNA mini Kit (QIAGEN,
Alemanha), de acordo com as instru¢des do fabricante. O RNA extraido (8 uL) foi submetido
a transcricdo reversa (RT), juntamente com o par de primers CAL-32 (5°-
ATGAATATGAATGAGGATGG-3’) (SCHREIER et al, 2000) e MO3-N (5-
TCAGATGGGTCTTCATGATTGG-3’) (KOEK et al., 2006), utilizando o Kit M-MLV
Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA), seguindo o protocolo do fabricante e,
posteriormente, foi realizada a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Assim, o cDNA obtido
na RT foi amplificado com os primers JV-12 (5-ATACCACTATGATGCAGATTA-3’)
(VINJE; KOOPMANS, 1996) e ACAL-36 (5-GACAAAACAGAAGGACCAAT-3’)
(SCHREIER et al., 2000), os quais foram sintetizados pela Invitrogen Life Technologies, com
a utilizacdo do Kit Platinum Tag-DNA polimerase (Invitrogen, USA), seguindo as instrucoes

do fabricante. O volume final da reagdo foi de 50pL e as amplificagdes foram realizadas no
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termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer), sob as seguintes condicbes de
amplificacdo: 94 °C/3 min, seguido de 30 ciclos de 93 °C/30 seg, 37 °C/15 seg, 72°C/30 seg e
uma fase final de extensdo de 72°C/5 min (KOEK et al., 2006). O amplicon gerado de
aproximadamente de 428pb foi analisado apds uma corrida eletroforética em gel de agarose a
2% e, posteriormente, foi realizada a purificacdo utilizando-se o Kit QIAquick PCR
Purification (QIAGEN, Alemanha), segundo as instrucdes do fabricante. O sequenciamento
foi realizado em 28 das amostras positivas, utilizando o Kit Big Gye Terminator® v1.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems, USA). As sequéncias nucleotidicas obtidas foram
depositadas no banco de dados GenBank do NCBI (National Center of Biotechnology
Information), sob o0s ndmeros de acessos KF307752, KF307753, KF307754 e,
posteriormente, foram analisadas através da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool) oferecido pelo NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A gastroenterite em criancas € um problema de salde publica, principalmente em
paises em desenvolvimento, sendo considerada uma das causas mais comuns de morbidade e
mortalidade mundial (PATEL et al., 2008). Embora tenha sido observada uma elevada
morbidade durante o estudo, ndo foi constatado nenhum débito.

Atualmente, os testes mais utilizados para o diagndstico desta infeccdo sdo o teste
imunoenzimatico (ELISA) e a reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-
PCR), os quais foram utilizados para a deteccdo do NoV neste estudo. A escolha do teste
ELISA como primeira opcdo, foi decorrente da sua facilidade na execucdo e na possibilidade
de rastreamento de grande numero de amostras (BRUIN et al., 2006; BUCARDO et al.,
2008). Das 233 amostras analisadas por este teste, 140 apresentaram resultado positivo para a
presenca de NoV (60,08% dos casos) (Figura 01), o que caracteriza um percentual de infeccéo
por NoV acima dos indices relatados em outros estados do Brasil em anos anteriores, como
em Sé&o Paulo entre os anos de 1995 a 1999 (33,3%) (CASTILHO et al., 2006), no Rio de
Janeiro em 1997 (23 e 38%) (GALLIMORE et al., 2004), no Pard em 2003 (9,8%)
(ARAGADO et al., 2009) e no Espirito Santo entre os anos de 2004 a 2006 (39,7%) (RIBEIRO

et al., 2008).
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[ Amostras positivas

. Amostras neoaativas

Figura 01. Total de amostras analisadas pelo teste ELISA (Ridascreen® Norovirus 32

geragéo, R-Biopharm, Alemanha).

Dentre as amostras positivas, houve predominancia para o sexo masculino (55,71%),
sendo detectada a infeccdo por NoV em 78 amostras no sexo masculino e 62 no sexo
feminino (Figura 02); entretanto, ainda ndo ha relatos na literatura que fazem a correlagdo

entre infecgdo por NoV e género.

B Masculino
[ Feminino

Figura 02. Resultado das amostras positivas analisadas por ELISA, em relagdo ao género.
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Uma alta incidéncia da infeccdo por NoV é relatada entre as criangas menores de cinco
anos de idade (GLASS et al., 2001). Neste estudo conduzido com criangas desta faixa etéria,
foi observada alta frequéncia da infeccdo por NoV entre as criangas abaixo de trés anos de
idade, sendo as criangas entre 1 a 2 anos de idade as mais atingidas (Grafico 01). Houve uma
reducdo na frequéncia da infeccdo nas criancas acima de 3 anos de idade, fato que pode estar
relacionado a imunidade adquirida pela maioria das criancas devido a infec¢fes sintomaticas
ou assintomaticas que surgem até os cinco anos de idade, assim como acontece nos casos de

infeccdo por Rotavirus (CHANDRAN et al., 2010).

60
50
40

30 B Amostras positivas

20 - B Amostras negativas

Quantidade de amostras

10

0-12 13-24 25-36 37-48 49-60
meses meses meses meses meses

Faixa etaria

Grafico 01: Distribuicdo das amostras por faixa etaria nas criancas com gastroenterite,

analisadas por ELISA.

O teste ELISA utilizado neste estudo permite a deteccdo do antigeno do NoV e,
portanto, ndo o classifica genotipicamente. Para a detec¢do do virus foi realizado o RT-PCR,
teste considerado padrdo ouro no diagndstico da infecgdo por NoV, por apresentar alto grau
de sensibilidade e especificidade (BRUIN et al., 2006; SIQUEIRA et al., 2011). Do total de

140 amostras positivas pelo ELISA, 47 foram submetidas ao RT-PCR, todas com resultados



73

positivos. Dentre estas, foram selecionadas, aleatoriamente, 28 amostras, as quais foram
submetidas ao sequenciamento genético. Apos a analise das mesmas no NCBI/BLAST, foi
constatado que todas as amostras apresentaram alto grau de identidade com cepas Gll.4. (95 a
99%), corroborando com outros estudos, onde a cepa Gll.4 é a reponsavel pela maoria das
infeccdes por NoV (DONALDSON et al., 2008).

Os resultados deste estudo evidencia 0 NoV como um importante agente etioldgico da
gastroenterite em criancas no periodo estudado, corroborando com diversos estudos realizados
no Brasil (GALLIMORE et al., 2004; CASTILHO et al., 2006; SOARES et al., 2007;
NAKAGOMI et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008; ARAGAO et al., 2009). A cepa Gll.4
destaca-se como a possivel cepa responsavel pelas infecgdes por NoV na cidade de Salvador;
entretanto, futuros estudos devem ser desenvolvidos para a confirmacgdo da genotipagem das

cepas circulantes nesta comunidade.
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RESUMO

A gastroenterite aguda é uma das principais causas de morbi-mortalidade no mundo,
especialmente entre aqueles individuos com até cinco anos de idade nos paises em
desenvolvimento. Muitos agentes infecciosos podem estar associados a esta patologia, porém
0s Virus sao os principais responsaveis pelas gastroenterites endémicas e epidémicas e, entre
estes, sdo principalmente identificados o Rotavirus (RV) do grupo A, o Norovirus (NoV) e o
Adenovirus (AdV). O objetivo deste trabalho foi detectar os agentes etioldgicos da
gastroenterite em criancas atendidas no periodo de marco de 2010 a mar¢o de 2011 em um
servico de Emergéncia Pediatrica da cidade de Salvador, Bahia, Brasil. Para esta deteccédo
foram analisadas 334 amostras de fezes, de criangas com diarreia aguda, através de testes
imunoenzimaticos e coprocultura. Os dados obtidos na anamnese foram armazenados para
posterior analise. Do total de 334 amostras, foi observada uma frequéncia de 51,20%
(171/334) de infeccbes virais, sendo 41,9% (140/334) por RV; 5,08% (17/334) de AdV e
4,19% (14/334) de NoV. As infec¢des por bactérias foram encontradas em 2,1% (7/334) das
amotras analisadas, sendo 1,19% (4/334) por Salmonella sp; 0,89% (3/334) por Shigella
sonnei e 0,6% (2/334) por Campylobacter sp. Ainda foram encontradas infeccbes mistas: 4
amostras apresentaram infec¢fes por dois virus e outras 3 amostras por bactéria e virus. A
infeccdo por AdV teve maior ocorréncia na faixa etaria de pacientes de 1 a 4 anos de idade
(70%); por RV na faixa etéaria acima de 4 anos de idade (54,3%) e por NoV em criangas acima
de 1 ano de idade (85,70%). Os principais sintomas observados foram vomitos, febre e
diarreia, sendo este Ultimo observado em 94% dos pacientes com RV, 78% com NoV e 64,7%
com AdV. O maior numero de casos ocorreu no més de julho, supostamente devido ao maior

indice pluviométrico, carateristica regional desta época do ano. Estes dados identificam, nesta
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comunidade, gastroenterites relacionadas ao NoV e outros agentes etiologicos, reforcando a

necessidade de intervencdes preventivas para modificar esse panorama.

Palavras-Chave: gastroenterites, adenovirus, rotavirus, norovirus, infecgées mistas.
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INTRODUCAO

A gastroenterite aguda é uma das principais causas de morbidade e mortalidade no
mundo na faixa etaria pediatrica, especialmente entre criancas com até cinco anos de idade
nos paises em desenvolvimento. A mortalidade global é estimada em dois milhdes por ano,
principalmente nestes paises (OKITSU-NEGISHI et al. 2004). Embora com baixa
mortalidade nos paises desenvolvidos, a gastroenterite € uma das doengas mais comuns que
necessitam de hospitalizacdo, 0 que a torna uma questdo de salde publica de grande
importancia. Muitos agentes infecciosos (bactérias, parasitas e virus) podem estar associados,
mas 0s Virus sdo os principais responsaveis pelas gastroenterites endémicas e epidémicas e
entre estes sdo principalmente identificados, o Rotavirus (RV) do grupo A, o Norovirus
(NoV) e o Adenovirus (AdV). Estes virus tém sido descrito mais recentemente como causas

etiologicas de diarreia aguda (GLASS et al. 2006; SOARES et al., 2002).

O NoV ¢ o principal causador de surtos de gastroenterite aguda de origem néo
bacteriana em todo o mundo, sendo responsavel por mais de 95% dos casos nos Estados
Unidos e Europa (ASANAKA et al., 2005; GUERRANT et al., 1990). O virus € transmitido
através de alimentos e agua contaminados e pelo contato “pessoa-a-pessoa” pela via oral-fecal
e e altamente contagioso. As infeccOes podem ocorrer em casos esporadicos ou em grandes
surtos de diarreia aguda em enfermarias de hospitais, escolas, universidades, acampamentos,
navios de cruzeiro, hotéis e restaurantes (JOHANSSON et al., 2002). O NoV permanece
estavel no ambiente por longos periodos e a dose necessaria para causar infecgdo é baixa, 0
que facilita o aparecimento dos episddios diarreicos. A facilidade de transmissao e a falha no

diagnostico dificultam o controle dos surtos. As infeccBes por este virus podem causar
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sintomas como vomitos, diarreia aquosa, colicas abdominais, febre e mal estar geral.

(HUTSON et al., 2004; WIDDOWSON et al., 2005).

No Brasil, as gastroenterites associadas ao NoV sdo frequentemente encontradas em
criancas (CASTILHO et al., 2006; GALLIMORE et al., 2004; NAKAGOMI et al., 2008;
RIBEIRO et al., 2008), entretanto, com a utilizacdo de técnicas de biologia molecular (RT-
PCR) detectou-se, de forma pioneira na Bahia, infecgdes por este virus associado a um surto

de gastroenterite entre jovens adultos (CAMPOS et al., 2008).

O diagnostico para NoV € baseado na deteccdo do virus em amostras de fezes por
microscopia eletrénica, métodos imunoenzimaticos ou reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). A microscopia eletrdnica apresenta como vantagem a identificacdo de infeccbes
mistas, mas é pouco sensivel e poucos laboratérios dispdem dos equipamentos necessarios. O
teste ELISA é de simples e rapida execucao, porém menos sensivel que a reacdo em cadeia da
polimerase. Assim, dentre os métodos citados, 0 PCR tem se mostrado o mais sensivel e
especifico para a deteccdo do NoV (GEORGIADIS et al., 2010). Baseado na anédlise da
sequéncia parcial ou completa dos genes que codificam a RNA polimerase viral ou a proteina
do capsideo viral (VP1), o NoV pode ser classificado em cinco genogrupos (Gl, Gll, GllI,
GIV e GV) (KAGEYAMA et al., 2004), dos quais trés (GI, Gll e GIV) sdo encontrados em
humanos. (GREEN et al., 2000). Dentre estes, 0 genogrupo GlI é considerado como 0 mais
prevalente no mundo (SIQUEIRA et al., 2011), sendo o genétipo 4 responsavel por

aproximadamente 80% de todas as infeccdes (DONALDSON et al., 2008).

O RV é uma causa muito comum de diarreia aguda em criancas de todo o mundo,
principalmente naquelas com menos de 5 anos de idade, e a mortalidade global associada com
infeccbes por RV tem sido estimada em 454.000 a 705.000 mortes por ano,
predominantemente em paises em desenvolvimento. (PARASHAR et al., 2003; PARASHAR

et al., 2006). No Brasil, dados epidemioldgicos apontam que o indice de prevaléncia da
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infeccdo por RV no pais variam de 12% a 42%, sendo este virus responsavel por 30% do total

de casos de diarreia agudas causados por virus entéricos (LINHARES, 2000).

O RV possui um triplo capsideo proteico, composto por 6 proteinas estruturais (VP1 a
VP7) e 5 ndo estruturais (NSP1 a NSP5) codificadas por 11 segmentos de RNA de fita dupla
de polaridade positiva. Sua classificacdo pode ser baseada na caracteristica eletroforética do
RNA gendmico e nos estudos moleculares de suas proteinas estruturais. A andlise dos
diferentes perfis de migracdo, apos eletroforese em gel de poliacrilamida, permite a
classificacdo do RV em sete eletroferogrupos (A a G). Entretanto, a determinacdo do
eletroferogrupo nao deve ser utilizada como o unico método de classificacdo do RV, pois
podem ocorrer alteragdes no genoma viral e, consequentemente, no padrdo de migracao.
Assim, a classificacdo do RV pode ser determinada pelo conjunto de informacdes moleculares
de suas proteinas estruturais VP6, VP7 e VP4. Através dos estudos moleculares com a
proteina estrutural VP6, o RV pode ser classificado em 7 grupos, denominados de A a G,
sendo o grupo A 0 mais preponderante nos casos de gastroenterite por RV no mundo. Por
outro lado, estudos desenvolvidos com as proteinas estruturais VP7 e VP4 classificam o RV
em genotipos G (glicoproteina) e P (sensivel a proteodlise), respectivamente (ESTES, 2001).
Em criangas, o0 RV do grupo A é o principal agente etioldgico de gastroenterite viral e €
responsavel por 29% a 45% de hospitalizagdes em todo o mundo (PARASHAR et al., 2003;

PARASHAR et al., 2006).

O AdV é uma das principais causas de diferentes sindromes clinicas, incluindo
gastroenterites, doencas respiratorias, conjuntivite, cistite hemorragica e exantema
(HORWITZ et al., 2001). Eles compreendem 51 diferentes sorotipos (AdV 1 - 51), agrupados
em 6 espécies (A a F) (DE JONG et al., 1999). No Brasil, alguns relatos descrevem a infeccéo

por AdV em criangcas com gastroenterite, demonstrando seu envolvimento em casos de
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gastroenterite infantil e aguda (LEITE et al., 1985; HARSI et al., 1995; SOARES et al.,

2002).

As gastroenterites causadas por patdgenos bacterianos sdo mais encontradas em paises
em desenvolvimento e as principais bactérias envolvidas sdo: Campylobacter, Salmonella,
Shigella e Escherichia coli (DALBY-PAYNE; ELLIOTT, 2010). Dentre estas, a bactéria
Campylobacter tem sido associada como o principal agente etioldgico das gastroenterites

bacterianas (ALLOS, 2001).

O presente estudo objetivou detectar os agentes etiologicos das diarreias em criancas
com gastroenterite aguda, atendidas de marco de 2010 a marco de 2011, em um servico de

emergéncia pediatrica no municipio de Salvador, Bahia.
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MATERIAIS E METODOS

Este estudo prospectivo descritivo foi realizado com criangas, com sintomas de
gastroenterite, atendidas na emergéncia pediatrica de um hospital particular em Salvador, no
periodo de margo de 2010 a marco de 2011, as quais tiveram o prontuério preenchido pelos

plantonistas para coleta e, posterior, analise dos dados.

Um total de 334 amostras de fezes destes pacientes foi coletado na emergéncia e
encaminhado para o laboratorio do proprio hospital ou para o Laboratério de Virologia (ICS-
UFBA) para a realizacdo de testes imunoenzimaticos e coprocultura para a identificacdo do

agente etioldgico da gastroenterite.

Apds a identificacdo do agente etioldgico, foram avaliados os prontuarios dos
pacientes hospitalizados, onde caracteristicas demograficas (nome, idade, género, etc) e
sintomas (febre, vomito, dor abdominal, desidratacdo e duracdo dos sintomas) foram
relacionados com fatores temporais e climaticos (pluviosidade e temperatura), na época da
internacao, fornecidos pelo Instituto de Meterologia, Bahia (INMET-BA). Quanto a idade, 0s

pacientes foram distribuidos em faixas etérias: até 1 ano, de 1 a 4 anos e maior que 4 anos.

Foram realizadas analises exploratdrias (descritivas) dos dados, a partir da apuracao de
frequéncias simples absolutas e percentuais para as variaveis categoricas e a organizacao dos

resultados em tabelas e gréaficos utilizando o Excel.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Salvador

(UNIFACS).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 334 amostras de fezes de criancas atendidas no servi¢co de emergéncia
pediatrica com sintomas de gastroenterite aguda. Apos a realizacdo dos testes de diagnostico,
foi observada uma frequéncia de 51,20% (171/334) de infecgdes virais, sendo 41,9%
(140/334) por RV; 5,08% (17/334) de AdV e 4,19% (14/334) de NoV (Figura 01). As
infecgBes por bactérias foram encontradas em 2,1% (7/334) das amotras analisadas, sendo
1,19% (4/334) por Salmonella sp; 0,89% (3/334) por Shigella sonnei e 0,6% (2/334) por
Campylobacter sp (Figura 02). Ainda foram encontradas infec¢cdes mistas, sendo 4 amostras
entre dois virus (NoV-RV e AdV-RV), 2 entre bactéria e AdV e 1 entre bactéria e RV (Figura

03). Nos demais pacientes, ndo foram encontradas as causas da gastroenterite.

. Rotavirus (RV)
I Adenovirus (AdV)
. Norovirus (NoV)

Figura O1. Distribuicdo dos agentes virais causadores da gastroenterite nas criancas deste
estudo.
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I salmonella sp
[ Shigella sonnei
[] Ccampylobacter sp

Figura 02. Distribuicdo dos agentes bacterianos causadores da gastroenterite nas criancas
deste estudo.

B Adv +RV

[ Nov +RV

. Bactéria + AdV
. Bactéria + RV

Figura 03. Distribuicdo das infec¢fes mistas causadoras da gastroenterite nas criangas deste

estudo.

A Tabela 01 mostra a distribuicdo dos agentes etioldgicos virais da gastroenterite nas
criangas de acordo com as diferentes faixas etarias das criancas. Nela pode-se observar que a
maior ocorréncia da infeccdo por AdV ocorreu em criancas entre 1 a 4 anos de idade (70,6%),
por RV em criancas acima de 4 anos (54,3%) e por NoV houve alta ocorréncia entre as faixas

etarias de 1 a 4 anos e acima de 4 anos de idade (42,85% cada). Dentre as infeccbes
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bacterianas a maior frequéncia (44,4%) foi observada em pacientes maiores de 4 anos e, em

144 criancgas ndo houve identificacdo do agente etiologico da diarreia.

Tabela 01: Distribuicdo dos agentes etioldgicos virais da gastroenterite entre as faixas etarias

das criancas atendidas na emergéncia pediatrica.

Faixa etéria das criancgas AdV RV NoV
N° % N° % N° %
Oalano 1 59 15 10,7 2 14,3
Idade 1 a4 anos 12 70,6 49 35 6 42,85
> 4 anos 4 23,5 76 54,3 6 42,85
Total 17 100 14 100 14 100

As infecgOes virais intestinais sdo a causa mais comum de gastroenterite infecciosa
aguda em criangas. Estimativas em todo o mundo indicam uma média de 7 a 30 episddios de
diarreia durante os cinco primeiros anos de vida e estas séo descritas como a segunda maior
causa de morte em criancas nesta idade, sobretudo em é&reas em desenvolvimento
(KAPIKIAN et al., 1996; GLASS et al., 1997; BRYCE et al., 2008). Os dados obtidos no
presente trabalho reforcam a importancia das infec¢@es virais como responsavel pelas doencas
entéricas agudas em pacientes pediatricos tanto em paises industrializados, quanto em

desenvolvimento (IRITANI et al., 2003; NUNES et al., 2010).

Infeccbes mistas geralmente ndo sdo esperadas, mas ocorrem e, portanto, acabam
sendo subdiagnosticadas e, assim, os dados sobre elas podem oscilar amplamente na
literatura. Alguns autores, em estudos anteriores, identificaram infecgbes mistas em

percentuais que variaram de 4,4% a 29% das amostras de fezes com presenca de micro-
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organismos patogénicos quando submetidas a técnicas classicas ou moleculares de
identificacdo (MARIE-CARDINE et al., 2002; OH et al., 2003; LEVIDIOTOU et al., 2009).
Estes dados, associados aos resultados obtidos em nossas analises, enfatizam a importancia
clinica da deteccdo das infeccbes mistas como uma causa de diarreia em criangas
hospitalizadas. Um fator que pode ser responsavel pela variacdo no indice de deteccdo das
infeccBes mistas é a ndo disponibilidade de técnicas necessarias para a identificacdo de todos
0s agentes das diarreias agudas em servigos publicos, por serem mais complexas e

dispendiosas.

A gastroenterite aguda é caracterizada por diarreia com ou sem vomito, nausea, febre e
dor abdominal (DALBY-PAYNE; ELLIOTT, 2010). Nas criancas atendidas na emergéncia
pediatrica foram observadas como principais sintomatologias, decorrentes das infec¢oes

virais: diarreia, vomitos e febre (Tabela 02).

Tabela 02: Principais sintomatologias gastrointestinais observadas nas criancas atendidas na

emergéncia pediéatrica.

Sintomas Gastrointestinais AdV RV NoV
N % N % N %
Diarreia 11/17 64,7 132/140 94 11/14 78
Vomitos 09/17 52,9 120/140 85,7 08/14 57,1
Febre 04/17 23,5 80/140 57,1 06/14 42,9

¢ As percentagens sdo dadas em relacdo ao nimero de pacientes com o sintoma pelo

numero de pacientes com a virose.
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Através da analise univariada, os sintomas gastrointestinais foram encontrados com maior
prevaléncia nas criancas acima de 4 anos de idade; por outro lado, as criangas entre 0 a 1 ano
de idade tiveram reducdo na presenca de sintomatologia, o que possivelmente se deve ao fato
destas criangas estarem em fase de lactacdo e, consequentemente, 0s anticorpos maternos
presentes no leite proporcionam um efeito protetor (ASENSI et al., 2006; MAKITA et al.,

2007).

O principal periodo com incidéncia de gastroenterites agudas ocorreu em julho de 2010,
totalizando 139 pacientes (41,62% do total de pacientes no periodo de estudo) (Gréafico 01). A
gastrointerite estava praticamente ausente em novembro de 2010, quando foram registrados
apenas dois casos. Segundo o INMET-BA, os indices pluviométricos mais altos foram
detectados em abril (448,8cm), maio (243,8cm), julho (492,5cm) e agosto (176,3cm), e a

temperatura média anual foi de 25,5°C.

600

500

400

300 .
M Pluviosidade (mm”)

200 - B Temperatura (°C )

l Numero de casos
100 - X

JAM  FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGD SET OUT NOV DEZ

Grafico 01: Sazonalidade das infec¢des virais no periodo de janeiro de 2010 a dezembro de
2010. Fonte: INMET-BA.
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Como descrito no Brasil, também em outros paises, as gastroenterites, principalmente
as virais apresentam um padréo sazonal, com um aumento da incidéncia durante 0s meses
frios e/ou chuvosos (MEDICI et al., 2004). Neste estudo, pode-se observar o aumento da
incidéncia de diarreias no més que apresentou maior indice pluviométrico (julho); entretanto,
tais variacGes ndo se mostraram tdo expressivas, como as observadas em paises de clima

temperado, onde ocorrem extensas epidemias durante 0s meses de inverno.

Este trabalho analisou a etiologia das gastroenterites em criancas atendidas em uma
unidade de salde na cidade de Salvador-BA, enfatizando que os NoV, RV e AdV sdo
importantes causadores de gastroenterites virais agudas em criancas, 0 que corrobora com 0s
dados obtidos em estudos anteriores no Brasil e no mundo (DE WIT et al., 2001; OH et al.,
2003; LEVIDIOTOU et al., 2009), apesar da vacinacdo para algumas dessas viroses serem

sistematicamente administradas.
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CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem a necessidade de monitoramento
constante das infeccdes por causas virais, bem como das infec¢Ges mistas e de intervencfes
preventivas para mudar esse panorama. Concomitantemente, estes podem contribuir com
informacBes que possam apoiar e nortear acbes voltadas para reducdo dos impactos
socioeconémicos relacionados as diarreias virais, tais como: a perda de dias de trabalho por
parte dos pais, a perda de dias de escola para as criancas, 0 aumento da demanda por servicos
de saude e hospitalizacdo. As consequéncias inerentes as infecces que ndo forem detectadas
corretamente podem expor as criancas a outras doencas, ocasionando o aumento da
morbidade, por causas que poderiam ter sido evitadas. Neste caso, 0s custos envolvidos no
atendimento destes pacientes, seriam menos dispendiosos. Enfatiza-se ainda, a necessidade do
conhecimento atualizado dos pediatras sobre os agentes virais recentemente identificados
como causadores da diarreia aguda, reforcando a ndo utilizacdo de antibioticoterapia nestes

casos € a orientacao aos pais sobre as condutas higiénicas na prevencdo destes quadros.
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RESUMO

As noroviroses, causadas pelo Norovirus (NoV) sdo as principais causas de
gastroenterite aguda em individuos de todas as idades, principalmente em crian¢as. Devido ao
NoV ser altamente infeccioso, seu diagnostico rapido e precoce é importante para prevenir e
controlar a doenga. Atualmente, varios testes imunoenzimaticos estdo disponiveis para a
deteccdo de norovirus, entretanto informacg6es sobre suas eficacias sdo limitadas. O presente
estudo teve como objetivo avaliar os testes imunoenziméticos ELISA - RIDASCREEN®
Norovirus 32 geracdo (R-Biopharm, Alemanha) e imunocromatografico RIDA®QUICK (R-
Biopharm, Alemanha), em amostras de fezes de pacientes com gastroenterite aguda em
Salvador, Brasil. Comparado com o padrdo ouro, reacdo em cadeia pela polimerase pds-
transcricdo reversa (RT-PCR), as sensibilidades dos testes ELISA e répido
imunocromatogréafico obtidas neste estudo foram de 63,63% e 34,41% respectivamente, e as
especificidades de 77,77% e 96,29%, respectivamente. A partir dos dados obtidos verificou-se
que o teste ELISA permitiu a verificacdo rapida e econémica de grande nimero de amostras
e, portanto, pode ser considerada uma ferramenta de diagnoéstico Util para a deteccdo de casos
suspeitos de infeccdo por NoV. Entretanto, a realizacdo do RT-PCR ainda é necessaria para a

confirmacéo de casos negativos pelo ELISA.

Palavras-chaves: Norovirus, sensibilidade, especificidade, testes imunoenzimaticos.
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ABSTRACT

Noroviruses, caused by Norovirus (NoV), are the leading cause of acute gastroenteritis in
people of all ages, mainly in children. Since the virus is highly infectious, rapid and early
diagnosis is important to prevent and control the disease. A range of laboratory methods is
now available for the detection of norovirus, but there is still only limited information on its
efficacy. The present study aimed to evaluate the analytical accuracies of RIDASCREEN®
Norovirus 3rd Generation ELISA assay and rapid immunochromatographic RIDA®QUICK
Norovirus 3rd Generation (R-Biopharm, Germany), in faecal samples from patients with acute
gastroenteitis in Salvador, Brazil. Compared with the reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR) reference method, the overall diagnostic sensitivities of ELISA and the
immunochromatographic assay were 63.63% and 34.41% and the diagnostic specificities
were 77.77% and 96.29% respectively. From the data obtained in this study, the ELISA test
allows rapid and economic screening of larger numbers of samples and, therefore, can be
considered a useful diagnostic tool for the detection of norovirus infection suspected cases.
However, for a individual diagnostic result, RT-PCR is still required to confirm the negatives

cases to ELISA.

Key-words: Norovirus, sensitivity, specificity, enzyme immunoassays.



100

INTRODUCAO

A gastroenterite € um problema de saude publica mundial (ZHENG et al., 2006), cujos
indices de morbidade e mortalidade sdo elevados, principalmente em paises em
desenvolvimento (OKITSU-NEGISHI et al., 2006). Estima-se que, anualmente, ocorra um
bilhdo de casos em todo 0 mundo, com quatro a seis milhdes de mortes (WHO, 2009).

Dentre os agentes infecciosos (parasitas, bactérias e virus) que podem estar associados
a gastroenterite, destaca-se o Norovirus humano (NoV), que pertence a familia Caliciviridae,
um virus ndo envelopado, com capsideo de morfologia icosaédrica (GLASS et al., 2009). Seu
genoma € composto por uma fita simples de RNA com polaridade positiva, organizado em
trés sequéncias de leituras abertas (ORF — open read frame), que codificam uma poliproteina
ndo estrutural e duas proteinas estruturais (VP1 e VP2), respectivamente (HARDY, 2005).

Com base em anélises moleculares, o NoV é classificado em cinco genogrupos (Gl,
Gll, GllI, GIV e GV), entretanto apenas os genogrupos Gl, Gll e GIV sdo encontrados em
humanos (LEVETT et al., 1996; CASTILHO et al., 2006; MORILLO et al., 2008) e estdo
associados a surtos e episodios esporadicos de gastroenterites.

A transmissdo do NoV ocorre pela ingestdo de agua e alimentos contaminados ou
através do contato entre pessoas infectadas. Suas manifestacdes clinicas sdo caracterizadas, na
maioria das vezes, por nausea, dor abdominal, vomito, diarreia branda autolimitada, podendo
ser sanguinolenta. Entretanto, em alguns casos 0os vomitos sdo acompanhados com diarreia

abundante, resultando em desidratacao e, eventualmente, morte (MORILLO et al., 2008).

Desde a primeira deteccdo do Norovirus, em 1972, por microscopia eletronica, durante

um surto ocorrido em uma escola de ensino primario em Norwalk (Ohio, EUA), ele foi
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relacionado como o primeiro agente etiologico viral da gastroenterite aguda (GREEN et
al.,1995; WIDDOWSON et al., 2005; BORGES et al., 2006) e a partir de entdo, alguns
métodos para a deteccdo do virus em amostras fecais vem sendo desenvolvidos, como a
reacdo em cadeia pela polimerase poés-transcricdo reversa (RT-PCR), os testes de
imunoabsorbancia ligado a enzima (ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay) e os testes

imunocromatograficos de fluxo lateral.

O RT-PCR, desenvolvido na década de 90, é um método utilizado em todo o mundo
gue emprega técnicas moleculares para a detec¢do de agentes virais (WIDDOWSON et al.,
2005). Embora este método seja considerado 0 mais sensivel para o diagnostico do NoV, ele é
dispendioso, exige pessoal treinado e equipamentos especializados de custo elevado,
tornando-o pouco acessivel em paises ndo desenvolvidos e em desenvolvimento e, por isso, €
considerado inapropriado como método de diagnoéstico de rotina (KHAMRIN et al., 2008;

KIRBY etal., 2010; POMBUBPA,; KITTIGUL, 2012).

Os testes baseados na detecgdo de antigenos, testes ELISA e imunocromatograficos de
fluxo lateral, proporcionam um diagndéstico rapido e de facil execucdo, ndo necessitando de
equipamentos sofisticados e processam varias amostras ao mesmo tempo (BRUIN et al, 2006;
KHAMRIN et al., 2008; MORILLO et al., 2011), o que permite uma réapida deteccdo de
noroviroses, possibilitando a reducdo da rapida propagacdo de infecgdes gastrointestinais
(AMBERT-BALAY; POTHIER, 2013; POMBUBPA; KITTIGUL, 2012); entretanto, ainda

ha poucos relatos na literatura quanto a eficacia destes métodos (BRUGGINK et al., 2011).

Desta forma, o presente estudo objetiva avaliar a sensibilidade e a especificidade dos
testes ELISA (RIDASCREEN® Norovirus 3rd Generation — R-Biopharm, Alemanha) e
imunocromatogréfico de fluxo lateral (RIDA®QUICK Norovirus — R-Biopharm, Alemanha),

em comparacdo com o RT-PCR, como teste de referéncia.
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MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas 181 amostras fecais de pacientes, de todas as idades, com sintomas de
gastroenterite, atendidas no Servico de Emergéncia de um Hospital particular em Salvador,
Bahia, durante o periodo de maio a julho de 2012, as quais foram armazenadas a -70°C.

Seguindo o critério da faixa etaria do paciente, as amostras foram agrupadas em trés
categorias: criancas (0-5 e 6-14 anos de idade), adultos (15-59 anos de idade) e idosos (acima
de 60 anos de idade).

Todas as amostras coletadas foram primeiramente submetidas ao teste
imunocromatogréfico de fluxo lateral (RIDA®QUICK Norovirus — R-Biopharm, Alemanha)
e, posteriormente, ao teste ELISA (RIDASCREEN® Norovirus 3rd Generation R-Biopharm,

Alemanha), seguindo as instrucdes do fabricante.

O RNA viral de todas as amostras (n=181) foi extraido pela técnica de coluna, com a
utilizacdo do Kit QIAmp viral RNA (QIAGEN, Alemanha). Posteriormente, 8 uL do RNA
viral extraido foi submetido a reacdo de transcricdo reversa (RT), juntamente com o par de
iniciadores CAL-32 (5’-ATGAATATGAATGAGGATGG-3’) (SCHREIER et al., 2000) e
MO3-N (5’-TCAGATGGGTCTTCATGATTGG-3") (KOEK et al., 2006), utilizando o kit M-
MLV Reverse Transcripatse (Invitrogen, USA), seguindo protocolo do fabricante. O volume
final da reacdo foi de 25uL, e a amplificacdo foi realizada no termociclador GeneAmp PCR
System 2400 (Perkin Elmer).

O produto do RT (638pb) foi submetido a reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
adicionado ao Go Taq® Green Master Mix (composto de Tag DNA polimerase, dATP, dGTP,
dCTP, dTTP e MgCI* Promega, USA), e o0s iniciadores JV-12  (5’-

ATACCACTATGATGCAGATTA-3") (VINJE; KOOPMANS, 1996) e ACAL-36 (5°-
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GACAAAACAGAAGGACCAAT-3’) (SCHREIER et al., 2000) para a amplificacdo de um
produto final de 428 pb. O volume final de reacao foi de 50ul e a amplificacdo foi realizada
no mesmo termociclador, sob as seguintes condicdes: 94 °C/3 min, seguido de 30 ciclos de 93
%C/30 seg, 37 °C/15 seg, 72°C/30 seg e uma fase final de extensdo de 72°C/5 min (KOEK et
al., 2006). O produto amplificado foi submetido a corrida eletroforética horizontal, em gel de
agarose a 2%, corado em brometo de etidio (1ug/mL) por 15 minutos para a visualizacao dos
fragmentos amplificados em luz ultravioleta e fotodocumentados pelo sistema de
fotodocumentacéo L-Pix Touch (Loccus Biotecnologia).

Para a avaliacdo da sensibilidade, especificidade e valores preditivos dos testes
RIDA®QUICK Norovirus e RIDASCREEN® Norovirus, todas as amostras foram comparadas
com o RT-PCR, como teste de referéncia.

Visando avaliar a significancia estatistica na comparacdo da sensibilidade e
especificidade dos testes (RIDA®QUICK Norovirus e RIDASCREEN® Norovirus), foi
realizada uma analise de tabela de contingéncia para dados pareados, seguindo a metodologia
descrita por Hawass (1997) e Tamhane (2008). Todas as analises estatisticas foram realizadas
através do pacote estatistico Statistica v.8.0 (StatSoft Inc., 2007).

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Salvador

(UNIFACS), sob protocolo nimero 04.11.12.
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RESULTADOS

Das 181 amostras fecais de pacientes atendidos com sintomas de gastroenterite,
coletadas durante o periodo de maio a julho de 2012, que foram analisadas, a maioria (58,01%
- 105/181) foi de criancas (0 a 14 anos de idade), predominantemente na faixa etaria de 0 a 5
anos de idade (47,51% - 86/181), sequida pelos adultos e idosos, 30,94% (56/181) e 11,05%

(20/181), respectivamente (Figura 01).

] 0a5anos de idade

[ 6a14 anos de idade

I 15 a 59 anos de idade

- Acima de 60 anos de idade

Figura 01: Distribuicdo das amostras totais, analisadas pela faixa etéaria.

A presenca do NoV foi identificada pelos testes RIDA®QUICK Norovirus,
RIDASCREEN® Norovirus e RT-PCR. Dentre esses, o0 RT-PCR foi o mais eficiente na

deteccdo do virus, independente da faixa etaria dos pacientes (Tabela 01).
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Tabela 01: Distribuicdo das amostras positivas para NoV analisadas por faixa etaria.

RIDAPQUICK Norovirus RIDASCREEN® RT-PCR positivo
Faixa etaria positivo Norovirus positivo
0-14 anos 34,28% (36/105) 66,66% (70/105) 90,48% (95/105)
15-59 anos 23,21% (13/56) 46,43% (26/56) 75% (42/56)
Acima de 60 anos 25% (5/20) 40% (8/20) 85% (17/20)
Total 54/181 104/181 154/181

Quando analisadas as amostras negativas tanto para o teste RIDA®QUICK Norovirus

quanto para o teste RIDASCREEN® Norovirus (n=77), foi observado que destas, 72,72%

(56/77) tiveram resultado positivo para 0 RT-PCR (Tabela 02).

Tabela 02: Distribuicio das amostras negativas para os testes RIDA®QUICK e
RIDASCREEN® Norovirus.

RIDA®QUICK

Norovirus negativo

RIDASCREEN®

Norovirus negativo

RIDA®QUICK e
RIDASCREEN®

Norovirus negativo

RT-PCR positivo 1 6 56
RT-PCR negativo 126 71 21
Total 127 77 77

Do total das amostras analisadas (n=181), 29,81% (53/181) foram positivas para o RT-

PCR e RIDA®QUICK Norovirus, 14,36% (26/181) foram negativas para ambos 0s testes e

56,35% (102/181) das amostras tiveram resultados discrepantes, sendo 101 amostras positivas
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para 0 RT-PCR e negativas para o RIDA®QUICK Norovirus, e 1 amostra negativa para o RT-

PCR e positiva para 0 RIDA®QUICK Norovirus . No total, 154 amostras foram positivas para

o RT-PCR. Dentre estas, 53 foram identificadas como positivas para 0 RIDA®QUICK

Norovirus (34,42% de sensibilidade). Das 27 amostras negativas para 0 RT-PCR, apenas uma

amostra apresentou resultado positivo para o RIDA®QUICK Norovirus (96,30% de

especificidade). Os valores preditivos positivos e negativos para 0 RIDA®QUICK Norovirus

foram de 98,14% (53/54) e 20,47% (26/127), respectivamente (Tabela 03).

Tabela 03: Detecgdo de NoV em amostras fecais com RT-PCR e RIDA®QUICK Norovirus.

RT-PCR positivo RT-PCR negativo TOTAL
® 7
RIDA™QUICK Norovirus 53 1 54
positivo
® r
RIDA™QUICK Norovirus 101 2 197
negativo
TOTAL 154 27 181

RIDA®QUICK Norovirus:

Sensibilidade = 34,42% (53/154)
Especificidade = 96,30% (26/27)
Valor preditivo positivo = 98,14%
Valor preditivo negativo = 20,47%

Quando comparado o teste RIDASCREEN® Norovirus com o padréo ouro, 54,14%

(98/181) amostras foram positivas e 11,60% (21/181) negativas para ambos os testes, e

33,15% (62/181) tiveram resultados discrepantes. Das 154 amostras positivas para 0 RT-PCR,

98 foram positivas para o RIDASCREEN® Norovirus (63,64% de sensibilidade) e das 27

amostras negativas para o RT-PCR, 21 apresentaram resultado negativo para o
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RIDASCREEN® Norovirus (77,78% de especificidade). Os valores preditivos positivos e

negativos para 0 RIDASCREEN® Norovirus foram de 94,23% (98/104) e 27,27% (21/77),

respectivamente (Tabela 04).

Tabela 04: Detecgdo de NoV em amostras fecais com RT-PCR e RIDASCREEN® Norovirus.

RT-PCR positivo | RT-PCR negative TOTAL
® ;
RIDASCREEN™ Norovirus 98 6 104
positivo
® r;
RIDASCREEN™ Norovirus 56 21 77
negativo
TOTAL 154 27 181

RIDASCREEN® Norovirus:

Sensibilidade = 63,64% (98/154)
Especificidade = 77,78% (21/27)
Valor preditivo positivo = 94,23%
Valor preditivo negativo = 27,27%

Ap6s a analise estatistica, pode-se observar que a sensibilidade do teste

RIDASCREEN® ¢ significativamente maior quando comparado ao teste RIDA®QUICK.

Entretanto, ndo ha diferenca significativa quanto a especificidade entre os mesmos (Tabela

05).

Tabela 05: Compacdo da sensibilidade e especificidade dos testes RIDASCREEN®

Norovirus 3* geracdo e RIDA®QUICK Norovirus.

Sensibilidade (%)

Especificidade (%)

RT-PCR N s 5 5 S

RIDASCREEN™ | RIDA"QUICK | p-valor | RIDASCREEN™ | RIDAQUICK | p-valor
Positivo 154 63,64 34,42 | <0,00001 36,36 65,58 | ------m-m---
Negativo 27 22,22 3,70 | ===mmemmmnes 77,78 96,30 0,07
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DISCUSSAO

As gastroenterites associadas ao NoV acometem individuos de todas as idades, em
todo o mundo. No Brasil, elas sdo frequentemente encontradas em criangas abaixo de cinco
anos de idade (CASTILHO et al., 2006; GALLIMORE et al., 2004; NAKAGOMI et al.,
2008; RIBEIRO et al., 2008), apesar de infeccdes por este virus terem sido detectados em
jovens adultos, de forma pioneira na Bahia (CAMPOS et al., 2008). Neste estudo observou-
se, independente do meio de diagnéstico utilizado (RIDA®QUICK Norovirus,
RIDASCREEN® Norovirus e RT-PCR), que a infeccdo por NoV acometeu todas as faixas
etarias, sendo a maioria criangas abaixo de cinco anos de idade,

O alto indice de infeccdo por NoV relacionado as criancas pode estar associado a
alguns fatores. Primeiro, as criancas sdo mais susceptiveis a doencas infecciosas, pois € nessa
fase que a imunidade estad sendo desenvolvida e, segundo, a preocupacdo dos pais logo
guando as sintomatologias da doenca se manifestam, faz com que haja a procura por
atendimentos médicos de emergéncia, elevando o indice de atendimento desta faixa etaria.

De acordo com um estudo realizado pelo nosso grupo, foi constatado que as principais
sintomatologias observadas nas criancas infectadas por NoV, atendidas no mesmo hospital
onde foi realizado este estudo, foram diarreia, vomito e febre (dados ainda ndo publicados).
Embora tenha sido observada uma elevada morbidade nestes pacientes, considerados
vulneraveis, ndo foram constatadas manifestacdes graves da infec¢do, nem mortalidade.

Atualmente, com o advento da biologia molecular, uma variedade de técnicas
laboratoriais tem sido desenvolvida para o diagnostico das noroviroses. Entretanto, o0 método
de diagnostico ideal, ou seja, aquele que seja sensivel e especifico, de fécil execucdo e

interpretacdo e que ndo necessitem de infraestrutura laboratorial e profissionais
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especializados, ainda ndo estd disponivel. Desta forma, o método de diagndstico a ser
escolhido e utilizado devera ser aquele que permita um diagndstico acurado e rapido das
noroviroses, principalmente nas localidades onde o acesso a exames laboratoriais mais
complexos é limitado.

Os testes imunocromatogréaficos de fluxo lateral e ELISA para o diagnostico de NoV
tém sido avaliados em varios paises, com sensibilidade e especificidade variaveis
(DIMITRIADIS; MARSHALL, 2005; BRUINS et al.,, 2010; BRUGGINK et al., 2011;
BATTAGLIOLI et al., 2012; GEGINAT et al., 2012; ROVIDA et al., 2013). No Brasil, sdo
encontrados na literatura alguns estudos relacionados a eficacia dos testes RIDA®QUICK
Norovirus (imunocromatogréfico de fluxo lateral) e RIDASCREEN® Norovirus (ELISA), em
comparac¢do com o padrdao ouro (RT-PCR), demonstrando também resultados amplamente
variaveis (KIRBY et al., 2010; MORILLO etal., 2011; SIQUEIRA et al., 2011).

Segundo Kirby e colaboradores (2010), em um estudo desenvolvido na cidade de
Aracaju, Sergipe, Brasil, utilizando a mesma metodologia empregada no nosso estudo, o valor
de sensibilidade do teste RIDA®QUICK Norovirus, em comparagdo ao RT-PCR, foi superior
(69%) ao resultado apresentado em nosso estudo (34,41%). Por outro lado, em relacdo a
especificidade, o resultado relatado por estes autores (98%) foi semelhante ao apresentado no
nosso estudo (96,29%).

Quando analisado o teste RIDASCREEN® Norovirus em comparagdo ao padréo-ouro,
a sensibilidade encontrada neste estudo (63,64%) foi semelhante a outros estudos
desenvolvidos no Brasil, por Kirby et al. (2010) e Morillo et al. (2011), que revelaram indices
de 63% e 61,8%, respectivamente. Entretanto, em relacdo a especificidade, nossos achados
foram inferiores a estes estudos. Na literatura, contudo, ha relatos de pior desempenho do

teste RIDASCREEN® Norovirus, como a sensibilidade de 60% em estudo realizado na
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Venezuela (GONZALEZ et al., 2006) e 40% na ltdlia (ROVIDA et al., 2013) e,
especificidade de 47% na Australia (DIMITRIADIS; MARSHALL, 2005).

Ambos os testes (RIDA®QUICK Norovirus e RIDASCREEN® Norovirus)
apresentaram elevados valores preditivos positivos, que se refere a altos valores de
positividade detectada pelo padréo ouro (RT-PCR).

Entretanto, quando os testes baseados na detec¢do do antigeno apresentam resultado
negativo, ndo significa, necessariamente, que ndo haja infeccdo por NoV. Isto pode ser
explicado pela inabilidade do teste em detectar baixas cargas virais (GONZALEZ et al., 2006;
TU et al., 2008), dificuldade do teste em detectar os antigenos de NoV devido a sua
diversidade antigénica (BRUIN et al., 2006) e pela excre¢do intermitente do virus (TU et al.,
2008). Assim, todos estes fatores levados em consideracdo conjuntamente, podem justificar as
diferencas dos indices de sensibilidade encontrados nos diferentes estudos.

Independente do método de diagndstico utilizado para detectar as noroviroses, o
tratamento dos pacientes infectados consiste em tratamentos paliativos, como a utilizacdo de
hidratacdo e reposicdo de eletrolitos por meio de sais orais ou soro caseiro e hidratacdo
endovenosa nos casos mais graves, pois, até 0 momento, ndo ha um tratamento com antiviral
consolidado. Porém, é de fundamental importancia a rapida deteccdo do NoV, pois ele é um
virus altamente infeccioso e, consequentemente, a interrup¢do de sua transmissao € a primeira
estratégia para a prevencao.

Por fim, os resultados obtidos neste estudo permitem recomendar a utilizagcdo do teste
ELISA na investigagdo em grande nuimero de amostras de forma econdOmica e rapida,
evitando assim a rapida propagacao das noroviroses e prescri¢do errénea de terapéutica, como
nos casos de utilizacdo de antibioticos. Porém, para um diagndstico individual preciso,

sugerimos a realizacdo do RT-PCR para a confirmacdo dos falsos negativos.
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Abstract

Norovirus (NoV) is an important etiologic agent of acute gastroenteritis in children and adults both in Brazil and
worldwide. In this study, stool samples (n = 181) collected in the state of Bahia, Brazil. were subjected to RT-PCR
for the detection of NoV. NoV infection was identified in 51.30% (79/154) and 31.17% (48/154) of samples from
children and adults, respectively. The strains. isolated in this study and from other regions of Brazil, subjected to
phylogenetic analysis show the predominance of NoV GIL4 in Brazil, revealing also the presence of variant strains

and possibly of recombinant strains.
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Introduction

Norovirus (NoV) belonging to Caliciviridae family is recognized as a leading agents of acute nonbacterial
gastroenteritis [14. 17, 20]. NoV infects individuals of all ages. especially children and the elderly. and rarely occurs
with other viruses that cause gastroenteritis. In children. NoV is considered the second predominant aetiological
agent of diarrhea after rotavirus. while it is the most common cause of gastroenteritis outbreaks in the elderly [18.
19].

NoV is a non-enveloped virus with icosahedral capsid morphology whose viral genome is a positive-
stranded RNA of approximately 7.5 kb in length. organized into three open reading frames (ORF1-3). The ORF1
encodes a non-structural polyprotein. including RNA-dependent RNA polymerase. a highly conserved region used
for the diagnosis and identification of NoV. ORF2 and ORF3 encode the major capsid protein (VP1) and the minor
structural protein (VP2), respectively. Certain authors postulate that genetic recombination can occur m the
overlapping region between ORF1 and ORF2. which could potentially be related to NoV virulence [6, 10, 13. 19,
22, 38].

The NoV can be classified into five genogroups (GI-GV). Three of these genogroups (GL GII and GIV)
occur in human infections: however. most strains belong to GI and GII. The genogroups can be further subclassified

into genotypes. with & genotypes found in GI (GI.1-GL8) and 21 in GII (GII.1-GIL.21). and variants (sub-genotypes)
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based on the sequence diversity [9. 26]. The presence of GII variants has been detected in the region D (ORF2) of
the viral capsid. and some authors postulate that it could be a possible cause of the predomuinance of GIL.4
worldwide [1. 2. 11. 13. 28, 32. 35].

NoV was first reported in Brazil in 1993, and since then, the presence of GI and GII has been reported in
several regions of the country. namely. in the North., Midwest. Southeast and Northeast [3. 4. 7, 11. 14, 33, 37].
NoV is an etiologic agent frequently reported in gastrointestinal disorders in Brazil; however. there is currently no
phylogenetic study of exclusively Brazilian strains. Therefore, this study proposes an assessment of the gene profile
and genetic relationship among circulating strains in Brazil.

A total of 181 stool samples were collected from patients from one month to 88 years old with symptoms of
gastroenteritis, assisted at Alianca Hospital in the city of Salvador, Bahia, between May and July 2012.

Viral RNA was extracted from 140pul of 10% stool supernatant using the QLAmp viral RNA kit (QLTAGEN.
Germany), according to the manufacturer's mstructions. The extracted RNA (8ul) was subjected fo reverse
transcription (RT) using the M-MLV Reverse Transcriptase kit (Invitrogen. USA) following the manufacturer's
protocol.  with  primers CAL-32 (5-ATGAATATGAATGAGGATGG-3") [31] and MO3-N (5°-
TCAGATGGGTCTTCATGATTGG-3") [25]. for targeting the RNA-dependent RNA polymerase gene (ORF1) and
result in a cDNA of 638 bp.

The ¢cDNA was then submitted to nucleic acid amplification for NoV detection in all samples. To
investigate NoV infection, polymerase chain reaction (PCR) was performed using PCR Super Mix Kit (Invitrogen,
USA) following the manufacturer's protocol with two primers JV-12 (5-ATACCACTATGATGCAGATTA-3")
[36] and ACAT-36 (5 -GACAAAACAGAAGGACCAAT-3") [31] resulting in a final amplification product of 428
bp. The final volume of the reaction was 50ul and the amplification was performed as described by Koek et al. [25].

Subsequently. the PCR products were subjected to horizontal electrophoresis in 2% agarose gel and, after
the electrophoresis the gel was stained with ethidium bromide (1pg/mL). to visualize the fragments.

The PCR amplicons were purified with a QLAquick™ PCR Purification Kit (QIAGEN, Germany) according
to the manufacturer's instructions. The purified DNA was subjected to a sequencing reaction, in both directions,
using a "Big Dye Terminator® v1.1 Cycle Sequencing Kit" (Applied Biosystems . USA).

From all samples screened for Norovirus, using a reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR). three of them were submitted for gene sequencing. The sequences obtained in this study were aligned. edited
using BioEdit Sequence Editor 7.0 software [21] and compared with other nucleotide sequences (RNA-dependent
RNA polymerase region — ORF1) from Brazilian strains available in GenBank. Phylogenetic tree were structured by
the Maximum Likelihood method based on the Kimura two-parameter model [24] using the Mega version 6
software package [34]. Confidence values of internal nodes were calculated by bootstrap analyses using 1.000
replicates.

The nucleotide sequences determined in this study have been deposited in GenBank database and assigned
the accession numbers: KF265495.1. KF265496.1 and KF265497.1.

NoV was detected in 154 of 181 (85.08%) stool samples of gastroenteritis patients by RT-PCR. This result

shows a significant increase in the rate of NoV infection in Bahia [7. 37] and is considerably higher than in other
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studies conducted in Brazil. such as in the states of Rio de Janeiro and Porto Alegre. which reported prevalence
between 13 and 35% [12. 16].

NoV is considered an important etiologic agent in viral gastroenteritis in adults. However, despite its
prominence in adults. few studies target this population, possibly because NoV affects children, who exhibit more
severe or serious clinical conditions, thus leading to greater attention on this age group [12. 15. 27. 30]. In this study,
the collection of samples of gastroenteritis patients. regardless of age. shows high positivity in adults (= 22 years of
age) (31.17%-48-/154) (Table 1). This profile has been found in previous studies in Bahia and differs from reports in
other states where the incidence of NoV infection in this age group is seldom reported [7. 12]. Despite this
observation. NoV is still an important etiologic agent of acute gastroenteritis in children as shown in the present
study (Table 1). There is high frequency of NoV gastroenteritis reported in children under 5 vears of age (51.30%-

79/154) (Table 1) and more specifically among children between 6 months and 3 years of age (83.54%-66/79).

Table 1. Distribution of positive samples analyzed by age groups

Several states in Brazil reported the presence of NoV based upon sequence data of NoV strains registered in
GenBank. The genetic relationship among of these strains with others characterized in the present study was
established by phylogenetic analysis.

Fig. 1 shows the phvlogenetic tree based on the K2+G model (Kimura 2-parameter + Gamma distribution)
of nucleotide substitution and similarity value - Inl = -662.645. Based on this model. the phylogenetic free revealed
three distinct phylogenetic groups. The GI group was used as an outgroup. The strains of the GII group displayed
divergences in sequence alignment which led to the separation into two distinct groups - GII (A) and GII (B). One
hypothesis suggests the presence of genetic recombination or variants in the Brazilian strains characterized as GIL
which hampers a better alignment.

Fig. 1 shows, in GII (a) group. NoV strains originating from the states of Bahia. Para. Rio de Janeiro and
Sao Paulo, collected between 1995 and 2009, clustered as GIT [8, 11, 33, 37]. In this clade, the strains
Para/2009/JQ683760.1 and Para/2008/JQ683756.1 from the state of Para and Sao Paulo/2010/JQ361661.1 from the
state of Sdo Paulo are GIL4; and the genotypes of other strams. such as Bahia/2001/EU155116.1. Sao
Paulo/2005/EF442185.1, Sao  Paulo/1998/DQ386961.1. Sao  Paulo/1999/DQ386970.1 and  Sao
Paulo/1995/EF442179.1. have not been characterized. However. the presence of a significant bootstrap in the clade
containing strains previously identified as GIL4 suggests that all other strains also belong to GIL.4. Nevertheless.
two strains (Para/2008/JQ683764.1 and Para/2009/JQ683765.1) originating from the state of Pard grouped in a
separate branch. indicated a potential genetic recombination of the genes for RNA-dependent RNA polymerase
GILb-like and capsid GII.3-like. as suggested by some authors [6. 29. 33, 35]. Certain strains of this clade, such as
Sao Paulo/2004/EF442181.1. Sao Paulo/1997/DQ386980.1 and Sao Paulo/1996/DQ386947.1 from the state of Sao
Paulo, revealed similarities between their nucleotide sequences. a clustering profile similar to the strains
Para/2009/JQ683765.1 and Para/2008/JQ683764.1. described as recombinant NoV strains. However, more in-depth
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studies are required to confirm the presence of GII variants or genetic recombination. specifically analyzing the
region D of the viral capsid (ORF2) and the open reading frame ORF1/ORF2 overlap [5. 6. 28].

The GII (b) group comprises the strains Para/1993/FJ481910.1 and Para/2003/GU012316.1 identified in
Para: Bahia/2006/EU494651.1. Bahia/2009/KF307752.1-KF307754.1 and Bahia/2010/KF307755.1-KF307757.1.
identified in Bahia; and the strains Bahia/2012/KF265495.1-KF265497.1, obtained in the present study in the year
2012. This group shows a quite different behavior compared with the GII (a) group. The strains identified in Bahia
formed a homogeneous group according the high similarity of the nucleotide sequences and appeared to be closely
related to the GIL4 strain (Bahia/2006/EU494651.1). Moreover. the strain from Para (Para/2003/GU012316.1)
characterized as GIL.4, also clustered within this group. reinforcing the hypothesis that all strains belonging to this
group are GIL4.

The present study shows that there was a change in the genetic profile of circulating strains in Bahia. given
that GI and GII strains were detected in 2001 while. after five years. only strams of the GII genogroup were detected
[7. 37]. GIL.4 strains have been predominant in Bahia since 2006, and it is suggested that they are similar to those
circulating in the state of Para (Para/1993/FJ481910.1 and Para/2003/GU012316.1). as shown by its clustering in a
highly supported clade (significant bootstrap).

In conclusion. the present study shows that GIL.4 is the predominant genotype in several Brazilian strains of
NoV. as observed in worldwide [7. 10. 23]. Although the GII.4 is considered the main genotype circulating in
Brazil. future studies are required to identification possible genotype variants or genetic recombination by analysis
of the nucleotide sequences of capsid region (ORF2) and comparisons between phylogenetic analysis of ORF1 and
ORF2. Finally, the development of a national database of Brazilian strains of NoV could provide greater insight into
the virus and its epidemiological impact on the population. as seen in the European countries that have the NoroNet.

a database who share surveillance and research data on Norovirus.

Fig. 1. Phylogenetic tree based on a partial fragment of the RNA-dependent RNA polymerase gene on human
Norovirus GI and GII. Strains denomination: state of origin/year of collection/GenBank access number. The strains

detected in this study are presented in bold.
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Figure 1. Phylogenetic tree based on a partial fragment of the RNA-dependent RNA polymerase gene on
human Norovirus Gl and Gll. Strains denomination: state of origin/year of collection/GenBank access

number. The strains detected in this study are presented in bold.
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Table

Table 1. Distribution of positive samples analyzed by age groups

N’

Age range (years) (%)
0-5 79 (51.3)
6-15 16 (10.39)
16-21 11 (7.14)
22-59 31 (20.13)
Above 60 17 (11.04)
Total 154 (100)
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9 CONCLUSOES

e As infeccdes virais sdo mais frequentes quando comparadas as bacterianas;

e O teste ELISA pode ser recomendado na investigacdo de grande nimero de amostras

como forma econdmica e rapida;

e A infeccdo por NoV tem sido observada com alta frequéncia em criancgas, porém os

adultos também apresentam alto indice de positividade;

e A frequéncia da infeccdo por NoV tem aumentado ao longo dos anos, na cidade de

Salvador;

e O GII.4 é um gendtipo predominante em muitas cepas brasileiras de NoV, inclusive

nas circulantes em Salvador.
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10 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Desenvolvimento de estudos sobre infeccdes mistas;

¢ Desenvolvimento de Kits nacionais para a detec¢do do NoV em amostras de fezes pelo
método ELISA;

e Desenvolvimento de estudos para a deteccdo de possiveis variantes de Gll.4 e/ou

identificacdo de recombinacgdes génicas;

e Desenvolvimento de um banco de dados nacional de cepas de NoV brasileiras para

contribuir com os estudos epidemiolégicos e moleculares do virus.
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ANEXO 1

PARECER DE APROVACAO DO PROJETO PELO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA

O
S
AR
\\ﬂ\ﬁ\%\\}\)‘i i

UNIVERSIDADE SALVADOR
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Salvador, 09 de agosto de 2010

Gubio Campos Soares
Carla Jaqueline Silva Sampaio

REF: Submissio de Projeto

Projeto: “Avaliagdo da distribuigiio sazonal e caracterizagdo molecular do Norovirus
Humano em pacientes hospitalizados com gastroenterite aguda em Salvador-Bahia”

FR: 345422

Protocolo 0% 04.11.12

Prezados Pesquisadores,

Apraz-nos comunicar que o seu projeto intitulado “Avaliagfo da distribuigio sazonal e
caracterizagio molecular do Norovirus Humano em pacientes hospitalizados com
gastroenterite aguda em Salvador-Bahia” foi APROVADO pelo Comité de Ftica em
Pesquisa da Universidade Salvador em Reunifio Ordindria realizada cm 02 de agosto de
2010,

Lembramos a V.S da necessidade de enviar relatrios periddicos trimestrais acerca do
progresso do referido projeto para este CEP, bem como o envio do relatdrio final
consubstanciado ¢ documentado conforme apresentado no cronograma de seu projeto.
Informamos ainda, que em se tratando de projetos de conclusio de curso, monografias,
dissertagdes ou teses, uma copia do manuscrito final deverd ser encaminhada para
nossos registros, bem como cdpias dos artigos publicados decorrentes da pesquisa
realizada sob nossa aprovacdo.

Na certeza do cumprimento élico de suas atividades de pesquisa, desejamos a realizagio
de um 6timo trabalho e colocamo-nos & sua disposigdo para esclarecer quaisquer
duvidas ou questionamentos que se fagam pertinentes durante a duragio do estudo
aprovado.

Cordialmente,

z&(jﬂm /
o /
Prof. Dr. Francisco Kelmo, PhD

Presidentc do Comiteé ac Ftica em Pesauisa
Unjversidade Salvador
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ANEXO 2

FOTODOCUMENTACAO DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS PELO RT-PCR
VISUALIZADOS EM GEL DE AGAROSE A 2%.
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