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RESUMO

Por muito tempo o diagndstico do Norovirus (NoV) ficou prejudicado por ndo haver um
modelo experimental animal e por ndo ser detectavel em cultura de células. Mas com os
avancos das técnicas moleculares eles passaram a ter grande importancia dentro das
gastroenterites. Estudos mais recentes relatam que, apos o desenvolvimento da vacina
contra 0 Rotavirus, 0 NoV vem se destacando como principal agente etiologico nas
gastroenterites. Poucos estudos no Brasil investigaram a circulacdo do NoV, sendo a
maioria deles realizados em ambientes fechados (hospitais, asilos e creches), e poucos
estudos relatam sua circulacdo na comunidade. Este estudo teve como objetivo mostrar
a circulacéo deste virus em criangas da comunidade atendidas no sistema de saude do
municipio de Guarapuava-PR, no periodo de marco de 2011 a fevereiro de 2012. Foram
coletadas 120 amostras de fezes de criancas de até 5 anos de idade e analisadas pela
reacdo em cadeia da polimerase ap0s transcricdo reversa (RT-PCR) especifica para NoV
GlI, pois este é 0 gen6tipo que mais se destaca no Brasil e no mundo. O ensaio de RT-
PCR foi otimizado para obter o maior rendimento e aplicado nas 120 amostras
coletadas, sendo que 19 foram positivas para NoV (15,83%). Os meses de maior
circulacdo foram setembro e outubro (2011), sugerindo a possibilidade de surto neste
periodo. Estes resultados apontam para a circulacdo de NoV em criancas na
comunidade, como agente causador de gastroenterites, sugerindo que este agente passe
a ser considerado no diagnostico diferencial e na instituicdo de medidas de controle da

transmisséao.

Palavras chave: Gastroenterite, Norovirus, Diarreia.



ABSTRACT

For a long time, the Norovirus diagnosis (NoV) was impaired by the absence of an
experimental animal model, and because it isn’t detectable in cell culture. Although,
with advances in molecular techniques, the NoV has gained great importance in the
gastroenteritis. Studies report that, after the development of the vaccine against
rotavirus, the NoV has been emerging as the main etiological agent. Few studies in
Brazil have investigated the circulation of NoV, and most of them are in closed places
(hospitals, nursing homes, and day care centers), and few of them report the circulation
in the community. This study aimed to show the circulation of this virus in children
enrolled in the public health system of Guarapuava-PR, from March 2011 to February
2012. It was collected 120 fecal samples from children up to 5 years old, analyzed by
polymerase chain reaction (RT-PCR) specific for NoV Gll, as this is the genotype that
stands out most in Brazil and in the world. Optimized RT-PCR assay and apply to 120
collected samples, with NoV detected in 19, accounting for 15,83%. The months with
the largest circulation were September and October 2011, suggesting the possibility of
an outbreak during this period. These findings indicate that NoV is circulating in the
community children as an agent of gastroenteritis, should now be considered in the

differential diagnosis and in the institution of measures to control transmission.

Key-words: Gastroenteritis, Norovirus, Diarrhea.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Gastroenterite

O Ministério da Saude (2009) definiu a gastroenterite aguda (GA) como uma
doenca caracterizada pelo aumento no nimero de evacuagdes, com fezes liquidas ou de
pouca consisténcia, podendo ser acompanhada de nauseas, vémito, febre, dor abdominal
e em algumas situagdes com muco e sangue presentes nas fezes. Quando o quadro de
diarreia torna-se grave, com a perda de liquidos e eletrélitos, pode levar a desidratacao e
complicacBes que, principalmente em lactentes e criancas, podem levar ao ébito
(PARASHAR et al., 2003). Estudos recentes da literatura apontam para uma redu¢do na
mortalidade da diarreia, contudo esta doenca continua a ser a segunda maior causa
mundial de morte em criangcas menores de 5 anos de idade em paises de baixa e média
renda (WALKER et al., 2012).

A GA representa um problema social, econémico e de saude publica de grande
importancia, tanto nos paises em desenvolvimento quanto nos desenvolvidos (WHO,
2009). Presume-se que a diarreia tenha sido responsavel por 9,9% dos 7,6 milhdes de
mortes em 2010, representando mais de 751.000 mortes por ano mundialmente (LIU et
al., 2012). A GA se mostra de forma mais grave em criancas desnutridas e expostas a
uma condic¢do de saneamento béasico precario, aliado a um sistema de salde ineficiente
ou inexistente. Sendo assim, pode-se dizer que esta doenca é um indicador de saude,
expressando as desigualdades sociais (BRYCE et al., 2005; WHR, 2005; BARRETO et
al., 2007). Estima-se que o nimero de casos divulgados sejam bem superior, visto que
ndo é uma notificagdo compulsoéria, tendo apenas notificacdo eventual. O tratamento
caseiro, também oculta os nimeros reais dos adoecimentos por GA (MDDA, 2002).

Esta sindrome ocupa o terceiro lugar entre as doencas que mais causam
morbidade em criancas em paises em desenvolvimento e é responsavel por um terco de
todas as hospitalizacdes de criangcas menores de cinco anos (PEREIRA & CABRAL,
2008). Ela ocupa a segunda posi¢do no quadro de notificacdo em paises desenvolvidos,
seguido apenas da infeccdo respiratoria (PARASHAR et al., 2006). Segundo dados da
MDDA (Monitoramento das Doengas Diarreicas Agudas, 2008), no Brasil ha registros
no sistema AIH/DATASUS (Autorizagdo de Internamento Hospitalar) de que 600 mil

internacGes ocorrem por ano devido a doenca infecciosa intestinal, causando 8 mil
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mortes. Isto representa uma perda econdmica significativa para o pais e importante
prejuizo de saude da populagdo. Durante 0 ano de 2012, no Brasil, a MDDA registrou
874.768 casos de diarreia, sendo 75.463 em menores de 1 ano, 196.662 casos entre 1 a 4
anos, 98.283 entre 5 a 9 anos, 495.564 em maiores de 10 anos e 8.796 foram ignorados.
As doengas diarreicas podem ser provocadas por diferentes agentes etioldgicos,
incluindo bactérias, parasitos e virus (GLASS et al., 2001). Nas décadas de 40 e 50, 0s
virus ja eram considerados patdgenos responsaveis por causar diarreia aguda, mas o
envolvimento destes agentes com a infeccdo era feita somente por exclusdo (JORDAN
& GORDON, 1953). Os virus sdo agentes de grande importancia nesta infeccdo
principalmente em criangas. Clinicamente é muito dificil distinguir a GA provocada por
virus, daquela provocada por bactéria. As viroses geralmente sdo autolimitadas, com

duracdo dos sintomas de aproximadamente 1 a 7 dias (WILHELMI et al., 2003).

1.2 Pat6genos virais de maior importéncia clinica

Rotavirus é o agente etioldgico viral de maior importancia a causar diarreias em
criancas, resultando em 2,4 milhGes de hospitalizacdes e 25 milhGes de consultas
médicas (ESTES et al.,, 2007) e aproximadamente 611.000 mortes por ano
(PARASHAR et al., 2006). Nas ultimas décadas este virus recebeu grande atencdo pelo
namero de infec¢Bes causadas o que culminou no desenvolvimento de duas novas
vacinas contra este virus: RotaTeq® (Merck Sharp Dohme, EUA) e Rotarix®
(GlaxoSmithKline, Bélgica) (HYSER & ESTES, 2009). Em 2006, a vacina Rotarix®,
composta da cepa viral atenuada G1P[8], foi incluida no programa nacional de
imunizacdo, prevenindo a gastroenterite grave e reduzindo significativamente a
frequéncia de deteccdo deste virus (GURGEL, CORREIA & CUEVAS, 2008).

Norovirus (NoV) € o segundo agente etiolégico mais importante a causar
gastronterite grave em criangas menores de 5 anos de idade (PATEL et al., 2008).
Considerando o sucesso da vacinacdo contra o Rotavirus, as noroviroses tém se
destacado em alguns estudos como importante causa de diarreia na Europa, Asia e
America (JUNQUERA et al., 2009). Alguns estudos ja apontam para o NoV como o
patogeno principal nas epidemias de gastroenterites virais em todos 0s grupos etarios
(KITTIGUL et al, 2009), sendo responsaveis por mais de 1,1 milhdes de
hospitalizacbes e 218.000 mortes infantis/ano em paises em desenvolvimento

(VICTORIA et al., 2007). Ja nos Estados Unidos, o NoV vem sendo responsavel por
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19-21 milhdes episddios de doenca que resultou em 56.000-76.000 a hospitalizagGes e
570-800 mortes a cada ano (HALL et al., 2013). HALL et al (2011) mostrou em um
estudo feito nos Estados Unidos que NoV foi responsavel por provocar gastroenterites
de 4 e 15 vezes mais que bactérias e parasitos respectivamente. Devido a estes grandes
nameros de infeccBes provocadas por este virus neste pais, j& existem estudos para o
desenvolvimento de uma vacina. BARTSCH e colaboradores (2012), fizeram uma
simulacdo de um modelo de vacina para o NoV, determinando o seu potencial
econémico, eficacia e beneficio e os resultados mostraram que ha uma relacéo custo —
beneficio satisfatoria.

Outros agentes virais representam possibilidades etiolégicas nas GA, como o
Adenovirus entérico que tem uma incidéncia de 1-8% em paises industrializados e de 2-
31% em paises em desenvolvimento (MAGWALIVHA et al., 2010). Astrovirus ocorre
principalmente em criangas jovens e idosos e a incidéncia em criangas com diarreia
esporédica é entre 2,5 e 10% (MATSUI & GREENBERG, 2001).

Grande parte dos trabalhos publicados no Brasil sobre gastroenterite viral em
criancas é feito em ambientes fechados, como hospitais, asilos e creches (VICTORIA et
al., 2007; CILLI et al., 2011; FERREIRA et al., 2012), o que gera davidas sobre o
comportamento destes patdgenos virais em comunidades. Descobrir estas informacoes é
importante para se estabelecer estratégias de prevencdo e controle destas infeccdes na
populacdo (BARRETO et al., 2006).

1.3 Breve historico do Norovirus

Os NoV foram descritos na década de 30, quando foi usado por Zagorski (1929)
a expressdo de “winter vomiting disease”. Ele descreveu como sendo uma doenga
altamente infecciosa, cujos sintomas principais eram: vomitos, dores abdominais e
diarreia. Mais tarde, outros surtos com as mesmas caracteristicas foram descritos por
outros pesquisadores (REIMANN et al., 1945a,b; CLARCK et al., 1972).

Em 1972 houve um surto de diarreia em Norwalk, Ohio, Estados Unidos da
America (EUA), sendo que 50% dos estudantes e professores de uma escola primaria
desenvolveram gastroenterite com duracdo dos sintomas de dois dias e periodo de
incubacdo de 24 h. As principais manifestacfes clinicas foram néuseas, vémitos e
diarreia (DOLIN et al., 1971). Pela impossibilidade de cultivo celular deste patdgeno,

foram realizados estudos de imunomicroscopia eletronica (IME) com filtrado de fezes
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de voluntérios e soro de ndo voluntéarios convalescentes, quando observou-se agregados
de particulas semelhantes a virus ndo envelopados de 27nm (nandmetros) de didmetro, o
qual foi chamado de virus Norwalk. Este virus foi reconhecido como o primeiro agente
viral a causar diarreias (KAPIKIAN et al., 1972; KAPIKIAN, 2000). Primeiramente
foram classificados na familia picornaviridae, mais tarde foram alocados na familia
Caliciviridae (CDC, 2001).

A observacdo de uma proteina estrutural de 59Da por Greenberg et al (1981),
propuseram que o Norwalk passasse a ser classificado na familia Caliciviridae, baseado
nas orientaces propostas pelo 111 Comité Internacional de Taxonomia de Virus, que
preconizava que os virus pertencentes a esta familia teriam como caracteristicas em
comuns a presenca de uma proteina estrutural principal que da origem ao capsideo,
simetria icosaédrica com 90 capsdmeros, formando 32 depressdes que revela a imagem
de um célice (Calix, em latim), por isso Caliciviridae (GREEN et al., 2000).

Ensaios imunoenzimaticos foram desenvolvidos na década de 80 para detec¢do
de antigenos de NoV em amostras fecais e foram de grande importancia na elucidacéo
de surtos de GA (HERRMANN et al., 1985). Ja na década de 90, com os avancos das
técnicas de biologia molecular, foi possivel caracterizar o genoma do virus e
desenvolver uma reacdo em cadeia da polimerase precedida de transcricéo reversa (RT-
PCR), para a deteccdo do virus a partir de amostras fecais de humanos (JIANG et al.,
1992; JIANG et al.,1993).

1.4 Estrutura e classificagcdo

O NoV apresenta uma particula com diametro que varia de 27 a 40nm, ndo
envelopado e o seu genoma é constituido de RNA de fita simples, linear e polaridade
positiva com aproximadamente 7,7Kb (HARDY, 2005). Sua morfologia é estudada a
partir de “virus-like particles” (VLP), que se formam pela expressdo de proteinas do
capsideo (VP1) em baculovirus recombinante, onde se organizam em particulas
morfologicamente e antigenicamente parecidas ao NoV que sdo estudadas por
microscopia crio-eletrénica e por cristalografia de raio X (CHEN et al., 2006).

O genoma do NoV possui na extremidade 5’ uma proteina Vpg (proteina
associada ao genoma) ligada covalentemente e na extremidade 3’ uma cauda Poli A
(poliadenilada). A organizacdo do genoma apresenta trés regides iniciadoras de leitura

(open reading frames - ORFs) conforme visualizada na figura 1. A ORF 1 codifica uma
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poliproteina com aproximadamente 200kDa, que é autoclivada por uma protease de
origem viral denominada proteinase cisteina (Pro). Esta clivagem da origem a seis
proteinas ndo-estruturais: a) p48, b) nucleosideo trifosfatase (NTPase); c¢) proteina p20
ou p22 (depende do genogrupo), d) VPg; e) protease e f) RNA polimerase. As ORFs 2
e 3 codificam, respectivamente, duas proteinas estruturais: VP1, a principal proteina do
capsideo; e VP2, uma proteina estrutural basica que € responsével pelo empacotamento
do genoma nos virions (HARDY, 2005).

Figura 1. Organizagdo gendmica do norovirus.
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Adaptado de GREEN et al, 2007; DONALDSON et al, 2008.

A proteina VP1, conforme visto na figura 2, é composta por 180 moléculas
organizadas em 90 dimeros, que formam os dominios S e P. O dominio S forma parte
interna do capsideo que envolve o genoma RNA, sendo considerada a regido mais
conservada do genoma viral (PRASAD et al., 1999; WILHELMI et al., 2003; HARDY,
2005). E formado por 225 aminoacidos no extremo N-terminal, com elementos
essenciais para a formacdo do icosaedro. O dominio P é subdividido em Pl e P2 e
compreende os demais aminoacidos do extremo C-terminal, este dominio interage em
contatos diméricos, dando grande estabilidade ao capsideo e formando as protusdes do
virion (HARDY, 2005). O dominio P1, mais interno, esta relacionado com a
antigenicidade do virion e possui sequéncia razoavelmente mais conservada (HALE et
al., 2000; CAO et al., 2007). O dominio P2, mais externo, apresenta uma regido bastante
variavel, de grande importancia na unido ao receptor celular e na imunogenicidade, é
constituido por 127 aminoacidos e esta inserido no dominio P1 (HARDY, 2005).

Acredita-se que neste dominio estejam localizados determinantes antigénicos que
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caracterizam o gen6tipo especifico de cada cepa (VINJE et al., 2004; ZHENG et al.,
2006). Foi caracterizado por Tan e colaboradores (2003) um provavel receptor de
ligacdo do dominio P2, que faria a ligacdo para diversos receptores HBGAs (Histo
Blood Group Antigens). A proteina VP2 é uma proteina estrutural pequena presente no
virion (LE PENDU et al., 2006), sua fungdo na replicacdo do NoV ainda ndo € bem
entendida, mas sabe-se que ela possui grande variabilidade genética (GLASS et al.,
2000; GLASS et al., 2003). Acredita-se que durante a formacdo do virion esta proteina
liga-se com &cido nucleico, no entanto, ndo ha dados experimentais que comprovem
(GLASS et al., 2000; GLASS et al., 2003; LE PENDU et al., 2006).

Figura 2. Estrutura do Norovirus

Dimero

Dominio P1

e « - N

Adaptado de HUTSON et al., 2004.

O quadro 1 sumariza algumas fungdes conhecidas das proteinas dos NoV,
infelizmente ha mais perguntas do que respostas a respeito deste assunto, mas um
progresso significativo foi feito para definir algumas funcbes béasicas das proteinas do
genoma do NoV, permitindo entender melhor o processo de replicagcdo deste virus
(HARDY, 2005).
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QUADRO 1 - Resumo das func¢des das proteinas do genoma do Norovirus

Proteina Funcéo Referéncia
P48 Pode ter funcdo no transporte de proteinasno | ETTAYEBI & HARDY, 2003;
meio intracelular HARDY, 2005
NTPase Tem atividade NTPase, mas ndo é uma HARDY, 2005
helicase
P20/P22 Pode estar envolvido no transporte de ETTAYEBI & HARDY, 2003;
substancias da membrana celular e na DONALDSON et al, 2008
participacdo na replicagéo viral
Vpg Pode funcionar como iniciador na replicacdo ROHAYEM et al, 2006;
do RNA viral BELLIOT et al, 2008
Pro Faz segmentacdo da ORF 1 poliproteina, SOUZA et al, 2008
dando origem a proteinas ndo estruturais CHEETHANN et al,2006
BOK et al, 2009
Pol Replicacdo do genoma viral ROBERTS et al. 2003
SOSNOVTSEV et al, 2003
Vpl Montagem do capsideo, interagdes com o ZHENG, 2006
hospedeiro e imunogenicidade
Vp2 Esta relacionada com a expressao da proteina | BERTOLOTTI-CIARLETE,
VP1, e a estabilidade do capsideo 2003

Considerando a variabilidade genética do NoV e a relacdo com estudos de

deteccdo e genotipagem, o genoma do NoV pode ser dividido em 4 regides diferentes
(A, B, C e D), conforme visualizado na Figura 3 (VINJE et al., 2004). As regides A e B,

consideradas mais conservadas, sdo importantes alvos para 0s ensaios de deteccdo e

pertencem a regido da RNA polimerase. Em contra partida, as regides C e D, que

apresentam grande variabilidade genética, sdo importantes alvos para os ensaios de

genotipagem e pertencem a regido do capsideo.
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Figura 3 - Genoma do NoV, com as regides para deteccdo e genotipagem.

ORF1 ORF2 ORF3

Nterm | NTPase | p20 |[VPg | Pro Pol WPt VP2
/A

RegidoA || RegidoB | | RegiaoC | | RegidoD

Adaptado de BARREIRA, 2008.

O género NoV sdo classificados em cinco genogrupos (Gl, GlI, GllI, GIV e GV)
e seus respectivos genotipos, conforme a variabilidade da sequéncia dos nucleotideos da
regido que codifica a proteina Vpl do capsideo (ZHENG et al., 2006). No quadro 2 esta
descrito a distribuicdo, conforme os hospedeiros, do NoV e de genotipos para cada

genogrupo.

QUADRO 2 - Classificacdo em genogrupos e genétipos do Norovirus.

Hospedeiro Genogrupo Genotipos
Humano Gl 8
Humano/Suino Gll 17
Bovino Glll 2
Humano GlV 1
Murino GV 1

Adaptado de ZHENG et al ., 2006. CDC, 2011

Mundialmente, as infec¢des por NoV sdo causadas principalmente por cepas que
pertencem aos genogrupos | (GI) e Il (GIl), com predominio da cepa GIlI (OH
GAEDICKE, 2003; MORILLO, 2008), inclusive no Brasil (NAKANISHI et al., 2009).
A classificagdo dos genogrupos do NoV é feita pela similaridade entre nucleotideos e
aminoacidos das novas cepas virais identificadas em relacdo ao prototipo, controle

inicialmente descrito, sendo que esta proximidade classifica as cepas em um
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determinado ramo da arvore filogenética, conforme exemplificado na figura 4 (ZHENG
et al., 2006). A arvore mostra 0s cinco genogrupos relacionados com seus grupos
genéticos ou genotipos, indicados nos quadrados.

Pelo método da distancia sem correcdo, duas amostras serdo consideradas
pertencentes a diferentes genogrupos (G) se a distancia entre elas for >45% dos
aminoacidos. Dentro do mesmo genogrupo, amostras que tenham distancia entre

>14,3% e <43,8% serdo agrupadas em diferentes gendtipos (GG) (ANDO et al., 2000;
ZHENG et al., 2006).

Figura 4 — Exemplo de &rvore Filogenética do Género Norovirus
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19

1.5 Patogénese e transmissao

A importancia de estudos voltados para a compreensdo dos mecanismos
moleculares de replicacdo do NoV e sua patogénese é inquestiondvel para se ter
estratégias de intervencdo adequadas (HARDY, 2005). A compreensdo sobre estes
mecanismos tem evoluido lentamente por este virus ndo se multiplicarem em cultura de
células e ndo infectar modelos experimentais de animais (DAUGHENBAUGH., 2003;
ETTAYEBI., 2003). Os NoV apresentam grande variabilidade gendmica e antigénica e
as re-infecgdes de um mesmo individuo por diferentes genétipos sdo comuns de serem
encontrados (DONALDSON et al., 2008).

Os virions possuem caracteristicas que 0s tornam altamente infecciosos,
principalmente devido aos fatores que facilitam a disseminagdo, como a capacidade de
sobreviver na passagem pelo estbmago (por ter estabilidade em pH &cido), o alto nivel
de excrecdo viral (108 a 10'° cépias de RNA/g de fezes), dose infectante baixa, (menos
de 20 particulas virais) (LEE et al., 2007; TU et al., 2008), a alta resisténcia a
desinfeccdo (resiste a cloracdo até 10ppm) e estabilidade ambiental (sobrevive ao
congelamento e aquecimento até 60°C) (CDC, 2001).

Estudos mostram que a eliminacdo do virus pode continuar por mais de 3
semanas apds a fase sintomatica da doenca, além da possibilidade de infeccOes
assintométicas (OKHUYSEN et al., 1995; ROCKX et al., 2002). O curso da doenca é
rapida em adultos imunocompetentes, com duracdo de 24-48 horas e o término dos
sintomas ocorre entre 12-72 horas (ESTES, PRASAD & ATMAR, 2006). Em grupos de
risco, como pacientes transplantados e imunossuprimidos, os sintomas podem durar
mais que 7 meses, com infeccéo crénica grave (WESTHOFF et al., 2009), e em criancas
jovens, lactentes e idosos podem se agravar durando até 6 semanas. Os sintomas
incluem vomitos, diarreia, com ou sem nauseas, colicas abdominais, febre e mal estar
(KIRKWOOD, 2008; ZINTZ et al., 2005). Acredita-se que as varia¢cdes na duracdo dos
sintomas deva-se a variabilidade das diferentes cepas do virus, dado a circulagdo de
varios genotipos na comunidade (ROCKX et al., 2002).

Na decada de 70, foram feitos os primeiros estudos de infecgdo experimental
com voluntarios saudaveis, na tentativa de elucidar o sitio de replicacdo do NoV e as
primeiras descricdes histopatoldgicas foram feitas, observando o intestino delgado
daqueles individuos que desenvolveram a gastroenterite. Traeger e colaboradores (2009)
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observaram em biopsias feitas do jejuno, lesdes histopatoldgicas como: desorganizacdo
das células epiteliais, achatamento das vilosidades, vacuolizacdo do citoplasma,
infiltracdo da lamina propria por células mononucleares, aumento no numero de corpos
lisossomais e dilatacéo do reticulo endoplasmatico.

A transmissdo do NoV e fecal-oral, a dissemina¢do ocorre pelos alimentos e
agua contaminadas ou diretamente de pessoa para pessoa, principalmente em lugares de
grande aglomeracdo de pessoas, como creches, escolas, hospitais, navios e aguas de
recreacdo (MAUNULA et al., 2004; GOODGAME, 2007; KRONEMAN et al., 2008).
Os alimentos podem ser contaminados por pessoas infectadas que o manipulam, quando
o alimento é lavado com agua contaminada ou por via externa, como por exemplo
moluscos. Sabe-se que hd um grande consumo de ostras e moluscos crus que podem
servir como fonte da infeccdo por NoV (RONVEAUX et al., 2000; BERG et al., 2000).
Além das fezes, aerossois formados pelos vémitos podem contaminar superficies ou
alcancarem a mucosa oral de pessoas proximas ao doente, isto pode explicar a rapida
disseminacédo da doenca em hospitais e intra domicilios (CDC, 2010).

O Centro de Controle de Doengas (CDC), nos EUA, avaliando 232 amostras,
entre julho de 1997 e junho de 2000, observou que o alimento foi a principal rota de
transmissdo em casos de surtos de NoV (figura 5A). Ainda, o estudo destacou os

restaurantes como o local onde mais aconteceram surtos (figura 5B) (KARST., 2010).

Figura 5 - Caracteristicas dos surtos de Norovirus

A.Rotas de transmissdo

» Alimento

= Pessoa p/ pessoa
» Agua contaminada
= Outros

B. Locais dos surtos

® Restaurante

= Pessoas

» Casa de repouso
= Escolas

= Outros

Adaptado de KARST., 2010.
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A compreensdo dos mecanismos da transmissdo deste patdgeno é importante
para o entendimento das formas de prevencdo da infeccdo por estes agentes. A simples
lavagem das médos e a desinfeccdo de material contaminado podem diminuir a
transmissdo entre os membros da familia do doente ou em instituicbes. Outro fator
eficaz na prevencdo deste patdgeno é o tratamento da agua potavel, ja que o NoV pode
ser transmitido através da agua (LOPMAN et al.; 2004).

1.6 Imunidade

Ainda ndo é bem conhecido 0 mecanismo de imunidade do hospedeiro infectado
pelo NoV (DONALDSON et al., 2010), nem se esta imunidade é duradoura, mesmo que
seja para um mesmo gendtipo de uma re-infeccdo (LINDESMITH., 2010). Ha relatos
que existem pessoas naturalmente resistentes a infeccdo viral, ou mesmo que se
infectem podem resultar em infec¢bes assintomaticas. Entre as possiveis explicacfes
estdo o desenvolvimento de imunidade especifica pela exposicdo ao NoV, resisténcia
genética ou resposta imune do tipo inata (DONALDSON et al., 2010).

Existem estudos que mostram diferentes susceptibilidades de pessoas em relacéo
a infeccdo do NoV humano, como por exemplo a influéncia do fenétipo de antigenos de
grupos sanguineos (histo-blood group antigens — HBGAs) (HUTSON et al., 2004;
CHEETHAM et al., 2006). Os HBGAs fazem parte de um complexo de carboidratos
que se ligam a glicoproteinas ou glicolipideos presentes nos globulos vermelhos, células
epiteliais de mucosas, fluidos corporais como no sangue, saliva, conteudo intestinal e
leite materno (TAN & JIANG, 2005). A interacdo entre NoV e HBGAs tem sido
extensivamente estudada, desde sua descricdo inicial em 2002 (HUTSON et al., 2002;
MARIONNEAU et al., 2002; HARRINGTON et al., 2002). Estudos recentes mostram
correlacdo do grupo sanguineo do hospedeiro, sugerindo ser parte do receptor viral
(RYDELL et al., 2011). Individuos que possuem a capacidade de expressar 0s antigenos
dos grupos sanguineos na superficie das mucosas é que seriam susceptiveis a infeccédo
por NoV, chamados de secretores positivos (TAN & JIANG, 2005; FRENCK et al.,
2012). Mutagdes no gene FUT 2 que codifica o(1,2) fucosiltransferase sdo responsaveis
pelo fenotipo ndo secretor, levando a falta de expressdo de HBGs na superficie das
células intestinais, tornando-se individuos menos suscetiveis a infeccdo. Contudo, 0s
chamados secretores néo explicam as diferencas observadas entre as pessoas infectadas

e ndo infectadas para todas as cepas de norovirus, outros fatores de imunidade
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provavelmente estdo envolvidos, e este continua a ser um campo a ser explorado na
pesquisa (LINDESMITH et al., 2008). Trang e colaboradores (2014) fizeram um estudo
epidemiolégico em uma populacdo de criangas, demonstrando que o fenotipo HBGs é
um fator de suscetibilidade a infeccdo de NoV, todos os casos positivos eram secretores
ou parcialmente secretores.

A grande variabilidade genética dos diferentes gendtipos do NoV, que resulta
numa dificuldade em estabelecer uma resposta imunologica protetora, € a maior
responsavel pelo grande numero de surtos causados por este virus no mundo todo e
também pelo insucesso na tentativa de criagcdo de uma vacina eficiente (MMWR, 2011;
LINDESMITH, 2011).

1.7 Diagnostico laboratorial

A microscopia eletrénica (ME) é considerada uma técnica importante, mas com
baixa sensibilidade, pois requer uma concentracdo viral de pelo menos 10°
particulas/mL na amostra e podem ser confundidos com outros virus pequenos e
arredondados, como 0s picornavirus, enterovirus e astrovirus (ATMAR & ESTES,
2001; WANG, COSTANTINI & SAIF, 2007). A IEM é uma variante da ME e também
pode ser empregada para identificacdo do NoV. Esta técnica confere uma sensibilidade
10 vezes maior que a ME, porém sua especificidade pode variar dependendo do
reconhecimento do anticorpo empregado. Existem dois fatores também que limitam a
execucao desta técnica: a utilizacdo de equipamentos de alto custo que exigem expertise
de recursos humanos e o tempo que leva para avaliar uma unica amostra (WANG et al.,
2007).

O ensaio imunoenzimatico (EIE) foi desenvolvido a partir da expressdo das
proteinas VP1 e VP2 (VLP) em diferentes sistemas para deteccdo de antigenos e de
anticorpos (LOCHRIDGE & HARDY, 2003). A sensibilidade deste teste pode ser
comparavel a IEM e se destaca por ndo ter reacdo cruzada com outros virus
gastroentéricos (ATMAR & ESTES, 2001). A grande diversidade genética do NoV
provoca uma limitacéo deste ensaio (GUNSON et al., 2003).

Outro ensaio laboratorial que utiliza o principio do reconhecimento viral pelo
reconhecimento entre antigeno e anticorpo, o imunocromatografico contém no interior
da fita-teste anticorpos anti-norovirus (G113 e Gl114). Embora ndo seja capaz de detectar

todos os gendtipos GIlI em amostras fecais, & um teste de grande importancia na
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prevencdo da disseminacdo do virus em casos de surtos, pois é de fécil execugdo, rapido
e barato (BULL et al., 2006; THONGPRACHUM et al., 2010).

Embora NoV tenha sido o primeiro virus associado a GA, a falta de métodos
para cultiva-lo subestimou a importancia deste virus, tanto em casos esporadicos como
em surtos, que s6 puderam ser melhor detectados apds o desenvolvimento de métodos
moleculares (MORILLO et al., 2008; MORILLO et al., 2011). A importancia do NoV
passou a ser relevante com a RT-PCR, esta técnica molecular é amplamente usada em
todo o mundo, podendo detectar o genoma do NoV em amostras contendo 102-10*
particulas virais, mostrando alta sensibilidade e especificidade (GLASS et al., 2000;
RABENAU et al., 2003).

1.8 Epidemiologia

Recentemente, estudos vém sendo publicados demonstrando a importancia das
noroviroses nas gastroenterites em humanos de todas as idades e em todo o mundo
(LESHEM et al., 2013; FERREIRA et al., 2012; CILLI et al., 2011; BUCARDO et al.,
2011; TUAN et al., 2012). Sua distribuicdo varia bastante, ocorrendo com picos de
sazonalidade de acordo com o continente e regides estudadas, casos esporadicos e surtos
que podem ocorrer em todos os meses do ano (MOUNTS et al., 2000).

No Brasil, foi feito um estudo em Recife por Nakagomi e colaboradores (2008)
com o objetivo de verificar a gravidade das diarreias provocadas por NoV e Rotavirus
em criancas hospitalizadas. O resultado mostrou que a infeccdo por NoV durante a
infancia pode ser tdo grave quanto a infec¢do por Rotavirus, com uma diarreia intensa
que pode levar a desidratacdo. Os NoV foram detectados em 15% (34/233) das amostras
e a prevaléncia foi em criancas menores de 5 anos, sem um padrdo de sazonalidade, pois
ocorreram 0 ano todo. J& em S&o Paulo, Cilli e colaboradores (2011) realizaram um
estudo com amostras de fezes obtidas por conveniéncia (sem critérios de inclusdo ou
exclusdo) de criancas de até 5 anos de idade atendidas em centros médicos por um
periodo de 6 anos. O resultado mostrou similaridade entre Rotavirus e NoV em criangas
gue necessitaram ser hospitalizadas, detectando-se 0s virus em 29,6% (144/487) e
29,2% (26/89), respectivamente. Aragédo (2013) realizou o primeiro estudo na regido da
Amazonia, Norte do Brasil, em uma comunidade isolada (Quilombola), descendentes de

escravos, com objetivo de detectar virus entéricos em criangas menores de 10 anos com
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diarreia. O resultado mostrou deteccdo para NoV com 19,7% em criangas entre 1- 5
anos e os meses de ocorréncia foram janeiro, fevereiro e agosto. Em amostras
ambientais como: 4gua do mar, dgua potavel, agua superficial (riacho e lagoa) e esgoto
tratado Victoria e colaboradores (2010) detectaram. NoV em 22 amostras (23%)
coletadas na cidade de Floriandpolis do estado de Santa Catarina. Estudos de
soroprevaléncia, em diferentes locais do mundo, confirmam que a aquisicéo da primeira
infeccdo por NoV ocorre realmente em criancgas jovens, pois ao menos 50% das criancas
menores de 5 anos de idade ja apresentavam anticorpos contra 0 NoV (NURMINEM et
al., 2011).

Durante o0 ano de 2012, foi relatada a emergéncia de uma nova cepa de NoV, a
Gll4 Sydney, que causou grande preocupacdo sobre seu potencial de circulacdo nos
EUA. Foram analisados os surtos de cinco estados na temporada de 2012 e 2013 e,
comparado aos dados do ano anterior, a propor¢édo de surtos de Gl14 chegou a aumentar
de 8% para 82% (LESHEM et al., 2013).

No Brasil o sistema de vigilancia de diarreia aguda ndo inclui o diagndstico de
NoV, o que prejudica a capacidade de avaliar o seu real impacto. Os dados sdo quase
sempre obtidos por instituigdes de pesquisa em ambientes fechados, o que denota para a
necessidade de se estudar este virus em comunidades. Um estudo da circulacdo dos
gendtipos de NoV em varios estados do Brasil mostrou predominio do genétipo Gli4
(FIORETTI et al, 2011), conforme mostrado na figura 6.
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Figura 6. Distribuicdo dos genotipos de NoV encontrados no Brasi
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Adaptado: FIORETTI et al., 2011.

Na mesma figura, pode-se observar a auséncia estudos deste tipo em alguns
estados, como no Parana. Os dados disponiveis no estado sdo poucos e a maioria resulta
da notificacdo realizada pelo Centro de InformacBes e Respostas Estratégicas de
Vigilancia em Saude. No periodo de 01/2012 e 01/2013 a MDDA, através de
informacdes do LACEN-PR/CIEVS, mostrou a frequéncia de casos de diarreia por
agentes virais identificados no Parana segundo a faixa etaria (figura 7), onde podemos
observar a detec¢do de NoV em todas as idades, com maior concentracdo de casos em
criangas de 1-4 anos (CIEVS, 2013).
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Figura 7. Casos de diarreia por agentes virais no Parana, por faixa etaria entre Jan/12 e
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Investigar a ocorréncia de infecgdes por Norovirus genogrupo Gl em criancas
com gastroenterite de até 5 anos de idade atendidas no sistema de saude municipal de
Guarapuava-PR.

2.2 Objetivos especificos

o Padronizar e otimizar uma técnica para diagnostico de Norovirus genogrupo GlI

por RT-PCR em amostras de fezes.

o Detectar a ocorréncia do Norovirus genogrupo GII em criangcas com

gastroenterites com até cinco anos de idade no municipio de Guarapuava-PR.
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3 METODOLOGIA

3.1 Incluséo de pacientes

Foram incluidas no estudo 120 criangas de até cinco anos de idade que, apds
atendimento pediatrico em qualquer servico da rede de salde do municipio de
Guarapuava-PR, solicitaram a investigacdo de gastroenterite para pesquisa de antigenos
de Rotavirus, parasitolégico ou cultura bacteriologica de fezes. A inclusdo dos casos
ocorreu no laboratério clinico municipal responsavel pela realizacdo deste exame, e a
coleta das amostras ocorreu entre marco de 2011 a fevereiro de 2012. No momento da
recepcdo da amostra clinica para a detec¢do do agente etioldgico no laboratorio, um
membro da equipe abordou e explicou o projeto para 0s pais ou responsaveis pela
crianga e apds sua concordancia e assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (Anexo 1), houve a separacdo de uma aliquota da amostra que foram
transportadas sob refrigeracdo até o laboratério de Virologia e Biologia Molecular da
UNICENTRO. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres
humanos da Unicentro nimero 156852/2011 (Anexo 2).

3.2 Amostras clinicas

As amostras de fezes frescas recebidas pelo laboratério em frasco coletor estéril
e devidamente identificados foram separadas em aliquotas em suspenséo final de 10%
em solucdo salina tamponada em fosfato (PBS, pH 7,2) e armazenados sob

congelamento a -70°C.

3.3 Cepas controle

Amostras de cepas controles de NoV GII foram gentilmente cedidas pelo Dr.
José Paulo Gagliardi Leite do Laboratério de Virologia do Instituto Oswaldo Cruz do

Rio de Janeiro.
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3.4 Suspencao fecal a 10% para extracdo de RNA

Adicionou-se 1g de amostra fecal em 1mL de solugdo salina tamponada em
fosfato (PBS, pH 7,2) e, ap6s homogenizacdo em vortex, foi estocado a -70°C até o

momento da analise.

3.5 Extracdo do RNA viral

A extragio do RNA viral foi realizada pelo Kit comercial “QIAamp Viral RNA®
(Qiagen GmBH., Alemanha), a partir da suspensdo fecal de 10%, que foram
descongeladas e submetidas a clarificacdo por centrifugacdo em Microcentrifuga SL-
2000 (Spinlab, Brasil) a 3500 rpm por 30 minutos. Apés a centrifugacdo, foram
utilizados 200puL do sobrenadante clarificado e a extragdo foi realizada conforme as
instrucBes do fabricante do kit. O RNA viral extraido foi utilizado na reacdo de RT-
PCR.

3.6 Reacdo da transcricao reversa (RT)

A sintese de cDNA (&cido dexorribonucléico complementar) foi obtida a partir
do 10pL RNA extraido das amostras fecais, acrescido de 1L de iniciador randémico a
200ng/pL (Random Primer, Invitrogen, EUA) foram adicionados ao tubo de reacéo de
PCR de 200pL de parede fina e aquecidos a 80°C por 10 minutos com posterior
resfriamento a 4°C por 5 minutos. Logo ap6s, foi adicionada a mistura de reagentes para
a transcricdo (quadro 3), constituida por agua de grau molecular (obtida de filtro MiliQ—
Millipore, EUA), MgClI, (Invitrogen, EUA), tampéo para esta reacdo concentrado 5
vezes (250mM Tris-HCI, pH8,3, 375mM KCI, 156mM MgCI2) desoxinucleotideos
trifosfato (ANTPs) dATP, dTTP, dCTP, dGTP, enzima transcriptase reversa “Moloney
Murine Leukemia Virus” (MMLV-RT) - (Invitrogen, EUA) e inibidor de RNase
(Invitrogen, EUA) para um volume final de 25puL. Apos, a sintese do cDNA foi
realizada em termociclador Multigene TC 9600G (Labnet Laboratory, EUA) a 42°C

durante 60 minutos.
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Quadro 3 - Reagentes utilizados na Reacdo de Transcrigdo Reversa (RT)

Reagente Concentracéo Volume
H,O grau molecular - 5,5uL
Tampéo de PCR sem MgCl, 1x S5uL
MgCl, 4mM 2uL
dNTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP 0,8mM 1uL
RNAase 20U/pL 0,5uL
Transcriptase Reversa MMLV 200U/pL luL

3.7 Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

Para a deteccdo do NoV GlII foi amplificado um fragmento do genoma viral na
regido N-Terminal, que faz parte do dominio SHELL da proteina VP1 do capsideo,
especifico para NoV GlIlI e amplifica 344 pb (KOJIMA et al., 2002), utilizando os
iniciadores: G2SKF 5’-CNT GGG AGG GCG ATC GCA A-3’ (nt 5058-5076) e
G2SKR 5’-CCR CCN GCA TRH CCR TTR TAC AT-3’ (nt 5401-5423).

Foram utilizados para a reacdo de amplificacdo 10puL do cDNA e 15 pL da
mistura de reagentes do (Quadro 4). Agua de grau molecular (obtida de filtro MiliQ—
Millipore, EUA), MgCl; (Invitrogen, EUA), tampéo para esta reacdo concentrado 10
vezes (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mMKCI), dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP),
oligonucleotideos G2SKF (senso) e G2SKR(anti-senso), enzima Taq DNA polimerase
recombinante (Invitrogen, EUA), com volume final da reacdo de 25uL. Apds, a
amplificacdo foi realizada em termociclador (Multigene TC 9600G,Labnet Laboratory,
EUA), as amostras foram submetidas uma etapa de desnaturacdo de 94°C por 3
minutos, foram realizados 35 ciclos de amplificacdo de 94°C por 30 segundos, 55°C por
30 segundos, 72°C por 1 minuto, seguido de uma etapa de elongacdo de 72°C por 7
minutos. O produto desta amplificacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose a
1,2%.
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Quadro 4 -Reagentes utilizados na Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Reagente Concentragéo Volume
H,O grau molecular - 8,25uL
Tampdo de PCR sem MgCl, 1x 2,5uL
dNTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP 0,4AmM 2,0pL
MgCl, 3mM 1,5puL
Mistura G2SKF e G2SKR 0,2uM 0,5ul
TagDNA polimerase 1,25U/L 0,75uL
cDNA - 10pL

3.8 Analise dos amplicons por eletroforese em gel de agarose:

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
1,2%, em tampdo Tris/borato/EDTA - TBE (Tris 0,089M; &cido bdrico 0,0089M;
EDTA 0,002M pH 8,0), contendo 0,5ug/mL de brometo de etidio (Invitrogen, EUA). A
corrida foi realizada em cuba de eletroforese horizontal, utilizando como tampéo de
corrida TBE 0,5X (Tris 1M; &cido borico 0,9M; EDTA 0,00M pH 8,4) a uma voltagem
de 140 volts por 60 minutos. Um volume de 7,5ul do produto amplificado foi misturado
com 2,5ul da solu¢do de corante azul de bromofenol (0,25%; xileno cianol 0,25%;
glicerol 30%) e aplicado a cada canaleta correspondente. O resultado de cada amostra
foi avaliado em comparacdo ao padrdo de peso molecular de 100pb DNA Ladder
(Invitrogen, EUA). A analise do gel foi realizada através da visualizacdo sistema de foto
documentacdo sob luz ultravioleta Alphamager HP (Protein Simple, EUA).

3.9 Otimizacéao e padronizagdo da RT-PCR

A PCR foi otimizada utilizando cepas controles de NoV GlI e controle negativo
(4gua de grau molecular) e algumas varia¢cdes nos componentes da reacdo foram feitas
com dilui¢Oes variadas das cepas controles, visando melhorar o rendimento da reagéo
com base na intensidade do brilho das bandas apos a amplificagdo, sem o aparecimento

de bandas inespecificas.
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3.9.1 Limite de Deteccéo
Este parametro foi realizado com as seguintes diluicdes das cepas controles da

extracdo: 107, 107, 10°, 10™. Esta observacdo foi feita pela intensidade do brilho das

bandas de 344 pb, sem o aparecimento de bandas inespecificas.

3.9.2 Variagdes na temperatura de anelamento
Foram variadas temperaturas de anelamento dos primers na PCR entre 51°C e

61°C. O melhor rendimento na reacdo foi considerado pela observacdo da intensidade

do brilho da banda especifica em gel de agarose ap6s eletroforese.

3.9.3 Especificidade Analitica dos primers
Os iniciadores G2SKR/G2SKF foram testados com cepas controles do rotavirus,

virus influenza, virus Sincicial Respiratorio e Adenovirus cedidas gentilmente pelo Dr.

Celso Granato do laboratorio da UNIFESP em Sao Paulo.

3.9.4 Variacdes na concentracdo do Cloreto de Magnésio
Concentracbes de MgCl, também foram testadas na tentativa de favorecer a

reacdo de PCR, as concentragdes testadas na PCR foram: 2,5mM; 3,0mM; 3,5mM nas
diluicdes 102 e 107, para RT-PCR e PCR.

3.9.5 Variagdes na concentracao da enzima Tagq DNA polimerase

A enzima taq polimerase foi testada nas concentra¢des de 0,8U, 1U e 1,25U,
com cDNA na diluigdo (10™) também na tentativa de melhorar rendimento na reacéo.
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4 RESULTADOS

4.1 Padronizagdo da RT-PCR

A RT-PCR foi padronizada com 3 cepas controles de NoV Gll, onde podemos
observar na figura 8 que a primeira cepa na linha 2 tem uma intensidade menor de
brilho da banda de 344 pb, em relacdo as outras cepas de NoV GllI da linha 3 e 4. Isto
provavelmente se deve ao fato de que na primeira cepa a concentracdo de RNA é bem
menor que das outras cepas, por isso da importancia da otimizacdo da técnica, para

tentar melhorar os resultados de amostras com pouco RNA viral.

Figura 8- Resultado da amplificacdo pela PCR, em gel de agarose a 1,2%, das cepas de
controle de NoV.

1l 2 B34 B

Linha 1- padrdo de peso molecular, linha 2-cepa controle Gll (1), linha 3- cepa controle GlI (2),

4-cepa controle GllI (3), 5- amostra negativa.

4.1.1 Limite de deteccéo

Na figura 9 observamos um exemplo do resultado do limite de detec¢cdo para
uma cepa controle, onde podemos observar que a maior diluicdo que se detectou do
NoV foi 107,
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Figura 9 - Amplificacdo pela PCR das cepas controles diluidas de NoV.
1 2 3 4 &5

Linha 1- Padr&o de peso molecular, linha 2- diluicdo (10™), 3 - diluigdo (109, 4 -(10°%), 5 (10).

4.1.2 Especificidade Analitica dos primers

Os primers utilizados na reacdo de RT-PCR mostraram-se especificos para NoV
quando testado com cepas controles de outros virus, pois ndo ocorreu amplificacdo de
nenhum outro virus, como exemplificado na figura 10 para a deteccdo de cepas

controles de influenza.

Figura 10- Amplificacdo de cepas controle de NoV e de cepa controle de Influenza e

Rotavirus.
1. 2 3 4 5 6

Linha 1-Padrédo de peso molecular; 2-cepa controle NoV Gl (1); 3-cepa controle NoV GlI (2);

4- cepa controle Influenza; 5- cepa controle NoV GlI (3); 6-cepa controle Rotavirus.
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4.1.3 Variag0es nas Concentracgdes do Cloreto de Magnésio

A concentracdo de MgCl, que deu maior rendimento a reacdo foi de 3,0mM na

diluicdo (10%), conforme mostrado na figura 11.

Figura 11- Amplificaco de cepas controles de NoV diluidas usadas na curva de

Cloreto de Magnésio
1. 2 3 4, 5 6 7 .8

Linha 1- Padrdo de peso Molecular, linha 2- MgCl, 2,5mM (107); linha 3- MgCl, 3,0mM (10?);
linha 4- MgCl; 3,5mM (10%?); linha 5- MgCl, 2,5mM (108); linha 6- MgCl; 3,0mM (108); linha 7
- MgCl,3,5mM (103); linha 8 - cepa controle Gl (430) pura.

4.1.4 Curva de enzima Taq Polimerase

A concentracdo de enzima que deu maior rendimento a reacdo foi a 1,25U/uL,

como exemplificado na Figura 12.

Figura 12— Diferentes concentracGes da enzima na amplificacdo de controles de NoV
1 2 3 4

linhal- Padrdo de peso molecular 2- enzima Taq Polimerase 1,25U/uL, 3- enzima Taq Polimerase
1.0U/uL, 4- enzima Taq Polimerase 0,8U/uL.
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4.1.5 Temperatura de Anelamento

Dentre as diferentes temperatura de anelamento avaliadas, a que resultou em

maior eficiéncia a reacéo foi a de 55°C.

4.2 Deteccdo de Norovirus nas amostras incluidas no estudo

Das 120 amostras provenientes de crianca de até 5 anos de idade atendidas no
sistema de salde do municipio de Guarapuava, 50 foram do sexo masculino (41,67%) e
70 foram do sexo feminino (58,33%).

Quanto a idade dos pacientes incluidos no estudo, esta variou de 4 meses a 5
anos e 11 meses, onde podemos observar que as idades de 1 e 5 anos foram a mais

coletadas e também que apresentaram maior positividade, conforme figura 13.

Figura 13- Distribuicdo das idades conforme o resultado do NoV na RT-PCR

30

25 —

20 —

15 — M Positivo

Negativo
10 —

Apbs a realizacdo RT-PCR em 120 amostras, 19 amostras (15,83%) foram
positivas para NoV GII. Entre estes pacientes infectados por NoV, 10 sdo do género
feminino (52,63%) e 9 do género masculino (47,37%), com uma média de idade de 2,95

anos e mediana 3,0 anos, conforme a tabela 1.



Tabela 1 — Distribuicdo das amostras positivas e negativas segundo idade e género

Variavel Total % Positivo % Negativo %
Masculino 50 41,67 9 47,37 41 40,59
Feminino 70 58,33 10 52,63 60 59,41
Soma 120 100,00 19 100,00 101 100,00
Idade
0-11m 6 5,00 0 0,00 6 5,94
la-lallm 30 25,00 7 36,84 23 22,77
2a-2allm 13 10,83 1 5,26 12 11,88
3a-3allm 22 18,33 3 15,79 19 18,81
4a-4allm 17 14,17 2 10,53 15 14,85
5a-5allm 32 26,67 6 31,58 26 25,74
Soma 120 100,00 19 100,00 101 100,00
Média 2,92 2,95 2,91
Mediana 3,00 3,00 3,00

Abreviagdes de idade: a, anos; m, meses.
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A figura 14 mostra o resultado final da reacdo de RT-PCR para algumas

amostras clinicas dos pacientes realizadas.

Figura 14- Produtos da Amplificacdo pela PCR (344pb) das amostras em estudo

coletadas no municipio de Guarapuava.
1 109 8§ 26 5 4 3 2 A

Linha 1- Padrdo de peso Molecular; linha 2 — amostra (14) negativa; linha 3 —amostra (15)
positiva; linha 4 — amostra (16 ) positiva; linha 5 — amostra (17) positiva; linha 6 - controle
negativo; linha 7 - controle positivo; linha 8 — amostra (18) negativa; linha 9 — amostra (19)

negativa; linha 10 — amostra (20) negativa; linha 11 — amostra (21) positiva.

A Figura 15 mostra a distribuicdo mensal das amostras coletadas, com maior

numero de casos nos meses de setembro e outubro, conforme o resultado para NoV,

com o maior nimero de casos positivos também ocorrendo com maior freqiiéncia nestes

meses.
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Figura 15- Distribui¢do mensal das amostras incluidas no estudo, conforme o resultado

na deteccdo para NoV
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5 DISCUSSAO

Nos ultimos anos grandes avancos no combate as gastroenterites tem sido
alcancados, a exemplo da vacinacdo contra rotavirus, contudo esta doenga continua
causando grande morbidade e mortalidade, representando um problema de salde
publica de impacto mundial. Neste sentido, varios autores tem apontado para o0 aumento
da importancia do NoV, que comecou a se destacar como o principal agente etiologico
das gastroenterites (BUCARDO et al., 2011).

A taxa de deteccdo de NoV deste estudo foi de 15,83%, (19 positivas em 120
coletadas). Este dado mostra-se semelhante a alguns relatos de estudos de NoV no
mundo (FARKAS et al, 2000.; KIRKWOOD & BICHOP, 2001.; BUESA et al, 2002.;
HASMAN et al.; 2004). As Noroviroses no Brasil ainda sdo pouco estudadas se
comparado com os dados mundiais, 0s poucos estudos investigam quase exclusivamente
pacientes hospitalizados e em ambientes fechados (creches, escolas asilos), faltando
estudos na comunidade, o que gera duvidas sobre como se distribuem estes virus no
ambiente (BARRETO et al.; 2006).

No Brasil, dados publicados na literatura mostram indices variados de
positividade para NoV. No Rio de Janeiro, SOARES e colaboradores (2007) detectaram
14,5% (289/42) de infeccdo em pacientes ambulatoriais e hospitalizados, na qual a taxa
de infeccdo entre os dois ambientes foi semelhante e ndo sendo descrito um padrdo de
sazonalidade, pois ocorreu 0 ano todo. J& Ribeiro e colaboradores (2008), em estudo
feito no Espirito Santo com criangas hospitalizadas, mostrou que o NoV teve taxa de
infeccdo superior a de rotavirus, com 39,7% (27/68) versus 20,5% (14/68),
respectivamente. A média de idade foi de 5 anos e 0s meses de maior prevaléncia de
NoV foram maio e junho. Outro estudo realizado em pacientes do Hospital de Clinicas
da Universidade Federal do Parana descrevendo co-infeccdo de adenovirus e norovirus
em 14% dos casos (FERREIRA et al., 2012 b).

Estudando criangas frequentadoras de creches, Ferreira e colaboradores (2012)
mostraram dados de quinze anos no Rio de Janeiro com a descri¢do de varios surtos e
casos esporadicos de gastroenterite com a deteccdo de Rotavirus 16,1% (87/539),
Norovirus 33,4% (151/452) e Astrovirus 6,3% (19/301). NoV foi o virus que mais se
destacou tanto em surtos como em casos esporadicos e apresentou uma distribuicdo
mensal, mas com maior predominio no outono e inverno. Em outro estudo, investigando

a infeccdo por NoV em S&o Paulo, Castilho e colaboradores (2006) detectaram o virus
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em 33,3% (234/78) das criangas sintomaticas e assintomaticas de trés hospitais da
cidade e da unidade pediatrica de uma universidade publica. Ainda, dados do Instituto
Aldofo Lutz descreveram 15,7% de positividade para NoV GIl em um surto na cidade
de S&o Paulo (MORILLO et al., 2008).

No presente estudo a mediana de idade em que ocorreram os casos de NoV foi
de trés anos, igual a mediana do total de criangas investigadas. Como a motivagéo para
a coleta de amostras inclui uma diversidade de apresentacGes clinicas definida somente
como gastroenterites, provavelmente no presente estudo tenhamos incluido amostras de
criangas mais sintomaticas. Estudando criangas sintomaticas e assintomaticas, Aragdo e
colaboradores (2010) encontraram maior positividade em criancas de até 1 ano, com
maior risco para infeccdo assintomatica entre menores de 6 meses de idade. Outro
estudo que corrobora para isso foi realizado por Neesanant e colaboradores (2013),
investigando NoV em criangas sintomaticas e assintométicas na Tailandia , mostrando
6,8% de positividade em criancas sem diarreia versus 23,8% dentre aquelas criangas
com diarréia. As consequéncias destas infeccoes, tende a ser diferente, por isso estudos
na comunidade podem ter sua taxa de infeccdo reduzida, como sugerido por Barreira e
colaboradores (2010), quando demonstrou que a carga viral nos casos de infectados
assintomaticos é menor do que nos sintomaticos. Contudo, a maioria dos estudos que
incluem pacientes de diferentes faixas etarias reportam a positividade do NoV em todas
as faixas etarias (BORGES et al., 2006; PATEL et al. 2009; FERREIRA et al. 2012),
mas este ndo era objetivo deste estudo que limitou a idade dos pacientes incluidos a 5
anos.

A investigacdo de etiologia de GA causada por NoV GIl em criancas de
Guarapuava, mostra que a maioria das amostras positivas ocorreram em setembro e
outubro que corresponde aos meses mais coletados Analisando a freqiiéncia mensal,
percebemos que ndo ha diferenca percentuais entre 0s meses.

Outra discussdo prejudicada pelo modelo de estudo realizado, diz respeito a
sazonalidade dos NoV na comunidade de Guarapuava, pois o periodo de coleta foi curto
(1 ano). Estudos com esta finalidade duraram 3 anos, no qual foi descrito a sazonalidade
em Belém, norte do Brasil com pico de incidéncia em (outubro-abril) e picos especificos
em (fevereiro e marco) (SIQUEIRA et al., 2013). De fato a variagéo sazonal da infecgéo
por NoV ndo é bem entendida e muito provavelmente por causa de suas caracteristicas
epidémicas, relacionadas com questBes biologicas e ambientais que regulam a

transmisséo, viruléncia e persisténcia viral na populagédo (ROHAYEM., 2009).
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As amostras usadas nesta pesquisa talvez ndo mostrem a verdadeira
sazonalidade deste patdégeno no municipio, por serem amostras de conveniéncia,
solicitada por meédicos do sistema de saude do municipio para investigacdo de
gastroenterites e também por ser um periodo curto de estudo .

Embora ndo tenhamos feito nenhum comparativo de técnicas de PCR, tentamos
eliminar ao maximo a possibilidade de ocorréncia de resultados falsos positivos e falsos
negativos fazendo a otimizacao da reacdo e executando os ensaios através das condutas
de boas praticas laboratoriais (OLIVEIRA, 2008). Contudo, outro aspecto a ser
discutido refere-se a metodologia empregada no estudo para a investigacdo de NoV.
Nos dias atuais existem técnicas de PCR automatizadas, utilizando plataformas de PCR
em tempo real, com maior sensibilidade, sendo capaz de detectar somente 10 copias do
transcrito (TRUJILLO et al., 2006). No estudo de Ferreira (2007), a deteccdo do NoV
pela qPCR e pela PCR convencional obtiveram 0 mesmo percentual de deteccéo (66%),
mostrando que a PCR convencional € uma boa ferramenta para o diagndstico e pode ser
recomendada para investigacdo de NoV.

Neste estudo o protocolo de RT-PCR que foi utilizado para deteccdo do NoV,
utilizou iniciadores para GlI, que é o genogrupo de maior importancia relatado em
estudos no Brasil e no mundo (VICTORIA et al., 2007; FIORETTI et al., 2011;
FERREIRA et al., 2012; NEESANANT et al., 2013; LESHEM et al., 2013).
Provavelmente isso se deva as diferentes propriedades biologicas entre 0s genogrupos,
como a viruléncia, a transmissao, ou a estabilidade do virus no meio ambiente (BUESA
et al., 2002).

Este foi o primeiro estudo feito em Guarapuava, que podera servir como
base.para se estabelecer medidas de controle, prevencdo e diagnostico de NoV. Mas é
necessario continuar a investigacdo deste virus, com um nimero maior de amostras e
por um periodo mais longo, possibilitando obter maiores informacbes sobre sua

ocorréncia, e assim determinar a real importancia do NoV nas GA.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados, conclui-se que através da técnica RT-PCR
otimizada no laboratorio de Virologia da UNICENTRO, o NoV GlII foi detectado em
criangas com até cinco anos de idade no Municipio de Guarapuava, durante o periodo

estudado.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo que tem por objetivo
investigar a infeccdo de norovirus no municipio de Guarapuava, PR.

Para a participacdo da crianca neste estudo vocé, responsavel, deverd autorizar
que a amostra de fezes ja coletada, seja utilizada para deteccdo de norovirus. Se
concordar em participar garantimos sigilo das informacdes e ndo o aparecimento do
nome da crianga nem seu nome. Sua participacdo é voluntéria, o Sr (a) ndo terd nenhum
tipo de despesa em participar da pesquisa, bem como nada sera pago por sua
participacdo. O Sr (a) tem liberdade de participar do estudo ou desistir a qualquer
momento. Nenhum dos procedimentos oferece risco a sua dignidade ou saude, isto &,
ndo envolve riscos diretos ao Sr (a). Os resultados deste estudo serdo utilizados e
divulgados em eventos cientificos, nos quais 0s pesquisadores se comprometem a
divulgar os resultados obtidos.

Pesquisador responsavel: Emerson Carraro
Email: emersoncarraro@bol.com.br
Fone: 36298137 horario: 8:00 as11:00 e das 13:30 as 17:30.

Eu declaro que estou

dispondo-me a esta pesquisa, li o termo acima e entendi o objetivo do estudo do qual fui
convidado a participa. Entendi que sou livre para interromper minha participacdo a
qualquer momento sem justificar minha decisdo e sem que este afete meu trabalho e
autorizo voluntariamente a utilizacgdo do material clinico do meu dependente

nas atividades da pesquisa.

Assinatura do pesquisador Assinatura do responsavel

Guarapuava, de de 201__




