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RESUMO
Os norovirus (NoVs) sdo importantes agentes virais causadores de gastroenterite aguda

(GEA), atingindo individuos de todas as idades em diversas partes do mundo, porém 0s
maiores indices de morbimortalidade ocorrem principalmente nas crian¢as menores de
cinco anos e idosos. O objetivo do presente estudo foi realizar a pesquisa de NoV,
através da Reacdo em Cadeia pela Polimerase Pos-Transcricdo Reversa (RT-PCR) e por
tempo real (RT-qgPCR) em amostras fecais e swab nasal de criangas com até seis anos
de idade, com e sem sintomas de GEA. As amostras foram coletadas no Hospital
Materno Infantil, entre maio/2014 e maio/2015. Procedeu-se ainda a determinacao do
status secretor das criancas, por Ensaio Imunoenzimético e genotipagem (gene FUT2),
em sedimento de células epiteliais do swab nasal. Foi observado um indice de
positividade global de 17% (37/219) para NoV nas fezes, sendo que destas criancas
positivas, 48,6% (18/37) apresentavam sintomas de GEA. A carga viral média nas
amostras de fezes de criangas com sintomas foi 2,59 x 10'° CG/g e 1,37 x 10° CG/g nas
assintomaticas. Observou-se maior positividade para NoV Gl (70%) quando
comparado ao Gl (30%) e maior positividade nas criancas de até 24 meses de idade
(67,5%), entretanto este dado ndo foi estatisticamente significativo. Quanto ao status
secretor das criancgas positivas para NoV nas fezes, 94,6% status secretor positivo. Os
NoV foram detectados em praticamente todos meses do estudo, ndo sendo observado
padrdo de circulacdo definido em relagdo as estacdes seca e chuvosa. A maioria das
criancas positivas para NoV (70%) tinham o registro de terem recebido pelo menos a
primeira dose da vacina contra Rotavirus, sendo a carga viral mais elevada detectada
entre criancas vacinadas. O RNA de NoV foi ainda detectado em 8,7% (19/219) das
amostras de swab nasal das criancas e destas, 58% apresentavam sintomas de GEA. A
carga viral média nas amostras de swab das criancas sintomaticas foi 2,10 x 10® CG/mL
e nas assintométicas 2,41 x 10" CG/mL. Foi observada elevada variabilidade de
gendtipos de NoV no estudo (Gl.2, GI.3, GL.5, GII.3, GIl.4 e GIIl.6), com maior
predominancia de GlI.4 (28,6%), sendo este o primeiro relato de NoV GI1.5 no Brasil.
Os dados obtidos neste estudo revelam elevada frequéncia, carga viral e variabilidade
genética de NoVs entre criancas atendidas em um hospital de Goiania, Goias. Os
resultados sdo importantes para o0 melhor entendimento da epidemiologia dos NoVs em
ambiente nosocomial, e poderdo ser uteis como informacdo no advento do

desenvolvimento de uma vacina eficaz. A determinacdo da carga viral de NoV em



xii

amostras de swab nasal € um dado novo, podendo este contribuir para a elucidacdo de

uma possivel rota alternativa de transmissdo dos NoV.

Palavras-chave: Norovirus, Criancas, Ambiente nosocomial, Gastroenterite viral, Swab
nasal, Carga viral.
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ABSTRACT
The norovirus (NoVs) are important viral causative agents of acute gastroenteritis

(AGE), affecting individuals of all ages in distinct parts of the word; however, the
highest morbi-mortality rates occur mainly in children under five years of age and the
elderly. The aim of this study was to to screening NoV by Polymerase Chain Reaction
Post Reverse Transcription (RT-gPCR) and real-time (RT-gPCR) in fecal and nasal
swab of children up to six years of age, with and without AGE symptoms. Samples
were obtained at the Materno Infantil Hospital, from May/2014 to May/2015. Secretor
status of children was also determined by enzyme immunoassay and genotyping (FUT2
gene) from the sediment of nasal swab epithelial cells. A global positivity index of 17%
(37/219) for NoV in feces, and from these positive children, 48.6% (18/37) had AGE
symptoms. Mean viral load in fecal samples was 2.59 x 10'° CG/g from symptomatic
and 1.37 x 10° CG/g in asymptomatic. A higher positivity rate (70%) was observed GlI
NoV, compared to GI NoV (30%) and a higher positivity in children up to 24 month old
(67.5%), although not statistically significant. As for the secretor status of children
positive for NoV in fecal samples, 94.6% positive secretory status. The NoV were
detected in practically every month of the study, and no particular pattern of circulation
in relation to dry or rainy seasons was observed. Most children positive for NoV (70%)
had the record they have received at least the first dose of the vaccine against Rotavirus,
being the highest viral load detected among vaccinated children. The NoV RNA was
detected in 8.7% of nasal swab samples of the children and of these, 58% had AGE
symptoms. The mean viral load in swab samples from symptomatic children was 2.10 x
10® and in the asymptomatic children was 2.41 x 10" CG/mL. A high NoV genotype
variability was found in the study (Gl.2, G1.3, GI.5, GII.3, Gll.4 and GII.6), with a
predominance of Gll.4 (28.6%), with this being the first report of NoV GI.5 in Brazil.
The data obtained in this study reveal a high frequency, viral load, and genetic
variability of NoVs among children attended in a hospital of Goiania, Goias. The results
are important for a better understanding of NoV epidemiology in nosocomial
environment, and may constitute useful information on the advent of the development
of an effective vaccine. The viral load in nasal swab samples is a novel data that may

contribute for the elucidation of a possible alternative rout of NoV transmission.
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1 INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1 HISTORICO

Em 1929, foi reportado um surto de gastroenterite aguda (GEA), cujas
manifestacdes clinicas predominantes dos envolvidos eram vOmito, diarreia e colicas
abdominais, sendo esta doenca designada winter vominting disease (sindrome do
vomito de inverno-SVI) por Zahorsky. Entretanto, o agente etiolégico do surto
permaneceu desconhecido por varios anos (Zahorsky 1929, apud Kapikian 2000).

Estudos realizados nas décadas de 1940 e 1950 utilizando voluntérios
humanos que receberam indculos livres de bactéria, oriundos de individuos
apresentando a SVI, permitiram a reproducdo dos sintomas clinicos pelos voluntarios,
demonstrando que particulas filtraveis poderiam ser os agentes etioldgicos dessa
doenca. Durante este periodo, tentativas de identificagdo dos agentes causais da SVI
foram realizadas. Finalmente, em 1972, particulas virais estruturadas, pequenas e
arredondadas (small round structured particles) foram observadas por microscopia
eletronica (ME), a partir de amostras fecais provenientes de um surto de GEA
acometendo criancas de uma escola de ensino primario na cidade de Norwalk, Ohio, nos
Estados Unidos (Kapikian 2000).

A associacdo destas particulas com a doenca (SVI) foi confirmada por
imunomicroscopia eletronica (IME), através da demonstracdo de que anticorpos de soro
de pacientes na fase de convalescéncia reagiam com as particulas presentes nas
amostras fecais. Essas foram entdo denominadas de Norwalk virus (NV), em referéncia
a cidade onde foram inicialmente detectadas (Kapikian 1972).

Apdbs a descoberta do NV, outras variantes virais como o Hawaii virus
(HV), descoberto a partir de um surto ocorrido em uma familia em Honolulu, Havai,
EUA em 1971 e o Snow Mountain virus (SMV), proveniente de um surto ocorrido em
um resort no Colorado, EUA em 1976, foram descritas em 1977 e 1982,
respectivamente (Thornhill et al. 1977, Dolin et al. 1982).

Na década de 1980, novos estudos com voluntarios humanos foram
realizados a fim de se estudar a relacdo antigénica entre as variantes virais, por meio de
ensaios de inoculacdo e desafio, que permitiram avaliar a existéncia de protecédo
homdloga e/ou cruzada em voluntarios desafiados com diferentes filtrados provenientes

de individuos envolvidos em surtos de GEA (Green 2013). Em 1990, através de técnicas



de clonagem, reacdo em cadeia pela polimerase pés transcricdo reversa (RT-PCR) e
sequenciamento genémico, foi possivel uma melhor caracterizacdo das variantes virais,
levando ao sequenciamento do genoma completo do NV, bem como a um grande
avanco no entendimento da epidemiologia molecular des outros calicivirus humanos
(HUCV) descobertos posteriormente (Xi et al. 1990).

1.2 PROPRIEDADES GERAIS
1.2.1 TAXONOMIA E CLASSIFICACAO

Quando descobertos, em 1972, os HUCV foram classificados na familia
Picornaviridae, devido a semelhangca morfoldgica observada por ME entre as particulas
de NV e os virus ja classificados na referida familia. Posteriormente, a presenca de uma
Unica proteina estrutural foi reportada como uma caracteristica que diferenciava o0s
HuCV dos outros membros da familia Picornaviridae, assim, em 1979 houve a
designacdo de uma nova familia, Caliciviridae, pelo Comité Internacional de
Taxonomia dos Virus (Matthews 1979, Green et al. 2000).

A familia Caliciviridae € constituida por cinco géneros: Norovirus,
Sapovirus, Nebovirus, Vesivirus e Lagovirus (ICTV 2014), sendo que cinco novos
géneros (Bavovirus, Nacovirus, Recovirus, Valovirus, e Secalivirus) foram recentemente
propostos (Oka et al. 2015). Os Norovirus e Sapovirus sdao virus conhecidamente
patogénicos para 0s humanos, entretanto, algumas variantes classificadas nestes géneros
infectam também animais como bovinos, suinos, murinos entre outros. Os virus
pertencentes aos outros trés géneros da familia Caliciviridae infectam exclusivamente
animais. Os Lagovirus receberam este nome por infectar lagomorfos, os Vesivirus por
causar lesdes vesiculares e os Nebovirus pela localizacdo geografica onde foi
encontrado (Newbury, Inglaterra) e por infectar bovinos (Oliver et al. 2006, Green
2013, ICTV 2014).

O NV é considerado o protétipo do género Norovirus (NoV), no qual outros
virus com caracteristicas semelhantes vém sendo classificados, sendo nomeados de
acordo com seu local e ano de descoberta (ICTV, 2014). O género Norovirus subdivide-
se em pelo menos seis genogrupos (GI-V1), sendo o GVII recentemente proposto (Tse
et al. 2012). Esta subclassificacdo tem sido realizada com base na semelhanca da
sequéncia genémica do gene que codifica para a proteina VP1.

Os genogrupos sao ainda ser subdivididos em gendtipos, considerando uma
similaridade de mais de 85% na sequéncia gendomica completa do gene que codifica a



proteina VP1 (Zheng et al 2006) e, até o momento, foram identificados
aproximadamente 38 gendtipos, nove classificados em Gl, 21 em Gll, trés em GllIl, dois
em GIV, um em GV e dois em GVI. Os virus dos genogrupos Gl, Gll e GIV infectam
humanos, embora virus do GIlI gendtipo 11 infectem suino e do GIV gendtipo 2
infectam caninos. Os virus classificados nos genogrupos GllIl, GV e GVI infectam

bovinos, murinos e caninos, respectivamente (Kroneman et al. 2011).

1.2.2 ESTRUTURA MORFOLOGICA, GENOMICA E PROTEICA

As particulas de NoV ndo apresentam envelope, possuem um
nucleocapsideo de simetria icosaédrica e aproximadamente 30 nanémetros (hm) de
didmetro (Figura 1). O genoma viral é composto de RNA fita simples polaridade
positiva e o capsideo viral é composto, predominantemente, pela proteina VP1 e

algumas copias da proteina VP2 (Glass et al. 2000, Green et al. 2013).

Figura 1: Micrografia eletrbnica de particulas de NoV (A) e
representacdo esquematica da particula viral (B) de NoV. Fonte:
Glass et al. 2000; Kapikian 2000; Atmar & Estes 2001, com
adaptacoes.

O genoma dos NoVs possui comprimento de cerca de 7,3 a 8,5 Kilobases
(Kb) e é composto por trés regides de leitura aberta (RLA) (Figura 2). A primeira
regido de leitura aberta é situada na extremidade 5°, representando cerca de dois ter¢os
do genoma e codifica uma poliproteina de cerca de 200 kilodaltons (kDa) (Jiang et al.
1993).
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Figura 2: Representacao da organizacdo gendmica de NoV. Fonte: Green 2013,
com adaptacoes.

A clivagem da poliproteina codificada pela RLA 1, resulta nas proteinas ndo
estruturais: NS1, NS2, NS3, NS4, NS5, NS6 e NS7, todas provavelmente envolvidas no
processo de replicacdo viral. Entretanto, somente as fungdes de NS3, NS5, NS6 e NS7
sdo bem conhecidas: NTPase (nucleosideo trifosfatase), VPg (proteina viral ligada ao
genoma), Pro (proteinase) e RNA polimerase RNA dependente, respectivamente (Jiang
et al. 1993, Belliot et al. 2003, Sosnovtsev et al. 2006). As outras proteinas nao
estruturais ndo tém suas fungdes ainda bem definidas, como a NS2, que parece interagir
com o regulador de proteina SNARE (soluble NSF attachment receptor) de vesiculas de
membrana associada a proteina A (VAP-A), desempenhando papel na fusdo das
vesiculas mediadas por SNARE, regulando assim a disponibilidade de ancoragem e
fusdo. Portanto, visto que a replicacdo do RNA acontece nas membranas intracelulares,
NS2 poderia ter papel em ancorar complexos de replicagdo a membranas celulares
(Hardy 2005).

A RLA2 e a RLA3 codificam proteinas estruturais, VP1 e VP2,
respectivamente (Green 2013). A morfologia icosaédrica do virion é conferida pela
montagem das proteinas estruturais, VP1 e VP2. A proteina VP1 predomina no
capsideo viral, que é constituido por 180 moléculas desta proteina que sdo organizadas
em 90 dimeros, sendo a automontagem do capsideo viral independente de RNA ou da
proteina VP2. Esta proteina possui dois dominios: o dominio shell (S) e o dominio
protruding (P) (Prasad et al. 1999, Vongpunsawad et al. 2013).

O dominio S é a estrutura que circunda o0 RNA e confere a morfologia
icosaédrica ao virion, sendo considerada a regido mais conservada da proteina. O
dominio P se projeta e forma as protuberancias caracteristicas em forma de calice, que
motivou a utilizacdo do termo Caliciviridae para a denominacdo desses virus. Este
dominio P é subdividido em dois subdominios, P1 e P2, sendo o ultimo o mais varivel
(Prasad et al. 1999, Bertolotti-Ciarlet et al. 2003, Green 2007). O subdominio P2 parece

estar envolvido na interacdo patdégeno-hospedeiro, pois algumas variantes de NoV, €



capaz de se ligar os antigenos do grupo sanguineo humano, que sdo reconhecidos como
potenciais receptores e/ou co-receptores que estariam envolvidos na susceptibilidade e
resisténcia a infeccdo por estes agentes (Matsui & Greenberg 2000, Glass et al. 2009, Li
etal. 2012).

A proteina VP2 € a menor das proteinas estruturais e sua funcdo nédo foi
ainda completamente esclarecida. Sabe-se que sua presenca aumenta a eficiéncia da
expressdo de VP1, bem como a estabilidade das particulas produzidas (Jiang et al. 1993,
Glass et al. 2000). A proteina VVPg apesar de estar presente na estrutura do virion, ligada
covalentemente ao genoma, estd envolvida no processo de transcricdo e replicacdo
(Sosnovtsev & Green 2000, Green 2013).

1.2.3 PROPRIEDADES BIOLOGICAS

Os NoV sdo acido-resistentes, o que se reflete na sua estabilidade ao
passarem pelo estbmago e permanecerem infecciosos ao chegarem as vilosidades
intestinais (Green 2007).

Anteriormente, acreditava-se que as particulas virais seriam resistentes ao
tratamento com cloro em concentracdes inferiores a 300 mg/L. (Duizer et al. 2004). No
entanto, em estudo mais recente, no qual o tratamento com cloro demonstrou maior
eficacia em comparacdo a outros sanitizantes quimicos como o dioxido de cloro, acido
peracético, perdxido de hidrogénio e o fosfato trisédico, a concentracdo de 189 mg/L foi
eficiente na reducdo da infecciosidade do virus (Kingsley et al. 2014). Entretanto, na
portaria n® 2914 de 2011 do Ministério da Salde recomenda-se que o teor residual de
cloro na 4gua esteja entre 0,2 mg/L e 2 mg/L, concentragdes insuficientes para inativar
particulas de NoV em caso de contaminagéo (Brasil 2011).

Os NoV permanecem infecciosos por até 28 dias a 20° C em condigdes
ambientais, sendo inativados pelo calor numa temperatura de 63° C por 30 minutos ou
de 70° C por 2 minutos, temperaturas geralmente utilizadas para a pasteurizagdo de
laticinios, e ainda por radiacdo ultravioleta (UV), com comprimento de onda (A) entre
280-300 nm (Duizer et al. 2004).

Estudos realizados com os protétipos calicivirus felino (FVC) e calicivirus
canino (CaCV) revelaram que estes foram sensiveis ao potencial hidrogeniénico (pH)

abaixo de 3,0 e acima de 9,0, sendo inativados completamente em pH 2,0 por 30



minutos, no entanto, o norovirus murino (MuNoV) apresenta resisténcia a inativacao em
pH entre 2,0-10,0 (Cannon et al. 2006).

Deve-se ressaltar que, devido a dificuldade no estabelecimento de um
sistema rotineiro de cultura de células para a replicacdo dos NoV humanos, a maioria
dos dados obtidos se referem a estudos realizados com surrogates, ou “substitutos” de
NoV, de modo a inferir sobre as caracteristicas bioldgicas e propriedades de inativacao
do virus, utilizando principalmente calicivirus (CV) animais como FVC e MuNoV que
sdo cultivaveis (Duizer et al. 2004, Straub et al. 2007).

Porém deve-se ter cuidado ao aplicar as informac6es sobre os CV animais
aos NoV, pois estudos demonstraram que os FVC e MuNoV néo séo as variantes mais
resistentes a inativacdo (Park et al 2006, Wang et al. 2012). Como por exemplo, apesar
de solucbes de etanol em diferentes concentracbes serem capazes de reduzir a
infecciosidade do MuNoV e FVC em alguns estudos (Macinga et al. 2008, Shimizu-
Onda et al. 2013), isto ndo se aplicaria aos NoV humanos que mesmo ap6s ao
tratamento com etanol a 70% permanecem infecciosos (Liu et al. 2010).

1.3 PATOGENIA E MANIFESTACOES CLINICAS

A patogénese dos NoVs ainda ndo esta totalmente elucidada devido, em
parte, a dificuldade de cultivo destes agentes in vitro (Duizer et al. 2004).

As ferramentas moleculares vém sendo utilizadas com a finalidade de se
estabelecer uma forma de cultivo dos NoVs como é o caso do estudo de Chang e
colaboradores (2006), que reportaram o desenvolvimento de células que expressam
RNA de NV auto-replicantes (replicons), em culturas de células de humanos (Huh-7) e
de hamster. A expressdo dos replicons de NoV foi significativamente reduzida na
presenca de interferon alfa (IFN-a) de forma dose-dependente, sugerindo um papel da
imunidade inata no controle da replicagcdo NoV.

Estudos com voluntarios humanos e modelos experimentais animais tais
como 0s porcos gnotobioticos, bezerros, macacos e chipanzes (Kapikian 2000, Rockx
2005, Cheetham 2006, Souza et al. 2008, Bok 2011), tém sido utilizados na tentativa de
uma melhor compreenséo da patogénese viral (Green 2013). Dados recentes relatam a
replicacdo de NoV em ceélulas B, utilizando-se da bactéria Enterobacter cloacae como
uma possivel fonte de receptores (antigenos de grupo sanguineo humano - AGSH) para

ligacdo do virus, ou mesmo um co-fator necessario para a replicagéo viral. A replicacdo



foi observada tanto in vivo quanto in vitro, dados esses que podem contribuir para o
estabelecimento de um sistema de replicagéo eficiente para NoV em um futuro proximo
(Jones et al. 2014).

Os NoVs sdo transmitidos pela via fecal-oral, através do contato pessoa-a-
pessoa, ingestdo de agua ou alimentos contaminados ou atraves de fomites (Green
2013). A transmissdo pela ingestéo de particulas aerossolizadas, provenientes de vomito
também é admitida (Chadwick & MacCann 1994, Marks et al. 2003; O’Neill & Marks
2005, Lopman et al. 2011). Recentemente foi especulada a transmissdo pela via
respiratoria, em razdo da deteccdo de RNA viral em amostras de swab respiratorio de
trés criangas com sintomas respiratorios por RT-PCR em tempo-real (RT-gPCR).
Entretanto a ocasido, a carga viral das amostras néo foi reportada (Esposito et al. 2014).

A associacdo de certos genotipos de NoV a determinadas formas de
transmissdo tem sido demonstrada. Como por exemplo, Vega et al. (2014) que
analisaram o perfil de circulagdo dos NoV nos Estados Unidos de 2009 a 2013,
demonstrou que a variante Gll.4 estava mais associada a transmissao pessoa-a-pessoa,
especialmente em instituicdes de cuidados prolongados, como os asilos, bem como 0s
ambientes hospitalares, enquanto que as variantes GI.7 e GIlL.12 foram mais
frequentemente associadas a surtos por consumo de alimentos contaminados.

Acredita-se que a dose infecciosa para o estabelecimento de infecgdo por
NoV seja baixa, cerca de 20 particulas virais (Teunis et al. 2008, CDC 2011). O periodo
de incubacdo é curto, em média de 12 a 48 horas e 0s principais sintomas associados a
infeccdo sdo diarréia, vomito, nausea, dores abdominais, febre, mialgia, cefalia e
calafrios, sendo a doenga geralmente autolimitada na maioria dos individuos
imunocompetentes (Hutson et al. 2004, Koopmans 2008, Pringle et al. 2015).
Entretanto, em individuos imunocomprometidos a excrecdo viral e os sintomas podem
durar meses podendo estes individuos constituirem uma fonte de disseminacéo viral,
principalmente em ambiente nosocomial (Siebenga et al. 2008, Morter et al. 2011,
Lemes et al. 2014).

Estudos histopatoldgicos de bidpsias provenientes de modelos animais
infectados com NoVs humanos (Cheetham et. al. 2006, Souza et al. 2008) e de
voluntarios humanos (Schreiber et al. 1974) revelaram que as células-alvo da replicacéo
seriam as células maduras das vilosidades intestinais da porcdo superior do intestino

delgado. No entanto, sucessivas falhas em cultivar NoV em sistemas de cultura



baseados em células epiteliais intestinais in vitro, levantou a questdo se essas celulas
seriam mesmo o alvo de replicagéo viral (Karst et al. 2014).

Foi recentemente especulado que o principal alvo de replicacdo dos NoVs
seriam células do sistema imune, tais como as células apresentadoras de antigenos
(APCs) profissionais presentes na mucosa do intestino delgado (Karst et al. 2014).
Estudos em modelos animais, utilizando o MuNoV e NoVs humanos, (Wobus et al.
2004, Mumphrey et al. 2007, Lay et al. 2010, Chan et al. 2011, Bok et al. 2011, Jones et
al. 2014) demostraram que as provaveis células alvo de NoV sdo células dendriticas,
macrofagos e linfdcitos B. Entretanto, deve-se se atentar ao fato de que esses dados ndo
excluem a possibilidade destes virus se replicarem em outras células in vivo, tais como
as células maduras das vilosidades intestinais (Karst el al. 2014). Por outro lado, apesar
de varios estudos, o receptor viral permanece ainda desconhecido, sendo os antigenos de
grupo sanguineo humanos (AGSH) considerados receptores/co-receptores putativos
(Shirato 2011).

Biopsias do intestino de individuos infectados por NoV revelaram uma
desorganizacdo das células epiteliais do jejuno, infiltrados de células mononucleares,
vacuolizacdo do citoplasma e achatamento das vilosidades. As atividades enzimaticas
da fosfatase alcalina e trealase foram reduzidas durante o periodo sintoméatico. Também
foi observada a mé absorcdo de d-xylose, gorduras e lactose. Tem sido proposto que a
motilidade gastrica mais lenta do que o normal, bem como a demora no esvaziamento
gastrico seriam 0s responsaveis pela ndusea e vémito associados a doenca por NoV
(Meeroff et al. 1980, Glass et al. 2009, Green, 2013).

Atmar et al. (2008) realizaram um ensaio clinico com voluntarios humanos
utilizando NV e constataram a excrec¢do viral em picos, com uma mediana de quatro
dias apos a inoculacdo independente da manifestacdo de sintomas. Os participantes
infectados comegaram a excretar particulas virais nas fezes uma média de dezoito horas
apos a inoculacgéo, sendo que o pico de excrecdo viral ocorreu dentro de quatro dias, no
qual a sintomatologia de 69% dos voluntarios tinha se resolvido. A excrecdo viral
prolongada, bem como a detecgdo de RNA de NoV no soro sugerem que possa haver
um sitio de persisténcia viral ou mesmo de replicacdo fora do intestino (lwakiri et al.
2009, Medici et al. 2010, Fumian et al. 2013, Lemes et al. 2014, Esposito et al. 2014).
Estudo recente reportou também a positividade para NoV em amostras de secrecfes
respiratdrias de criangas que apresentavam sintomas respiratorios, e mais tardiamente

vOmito, febre e diarreia (Esposito et al. 2014).



1.4 SUSCEPTIBILIDADE E RESISTENCIA

Como referido, o receptor celular para NoV ndo foi ainda totalmente
elucidado, mas desde a década de 1990, ferramentas moleculares como as VLPs tem
sido aplicadas em ensaios de ligacdo com as células de mucosa, demonstrando assim
que algumas amostras virais, como 0s virus pertencentes ao GI.1 tém a propriedade de
ligar-se aos antigenos de grupo sanguineo humano (AGSH) na superficie de células de
mucosas. Essas moléculas funcionariam, portanto, como provaveis receptores e/ou co-
receptores para a infeccdo por NoV, portanto, este mecanismo seria considerado fator de
susceptibilidade/ resisténcia de individuos a infecgdo por NoV (Green 2013).

Os AGSHs sdo glicanos complexos que sdo expressos na superficie das
células vermelhas do sangue, mas também nas mucosas do intestino e epitélio
respiratorio, sendo ainda secretados nestes locais, como na saliva e fluido duodenal
(Marionneau et al. 2002, Shirato 2011). A capacidade dos NoVs de se ligarem aos
AGSHs é dependente de residuos especificos no dominio P2 da proteina VP1 do
capsideo (Cao et al. 2007).

A expressdo de AGSH ¢é controlada por vérios genes que influenciam as
vias biossintéticas que conduzem aos feno6tipos ABO, Lewis e fator secretor. Os genes
FUT2 e FUT3 codificam as enzimas que glicosilam de forma sequencial os diferentes
precursores desses antigenos e a presenca ou auséncia desses genes poderia, portanto,
determinar se o individuo sera susceptivel ou resistente a NoV de forma variante-
especifica (Lindesmith et al. 2003, Le Pendu et al. 2006, Fernandez & Gomes 2010).

Os individuos secretores positivos (Se+) sdo aqueles que possuem a
capacidade de expressar os AGSH na superficie das mucosas e estes seriam mais
suscetiveis a infecgdo e geralmente esta capacidade é atribuida ao gene FUT 2, sendo as
mutacdes silenciadoras desse gene responsaveis pelo fen6tipo ndo-secretor (Se-), onde
95% das mutacOes encontradas seria a mutagdo G428A (Marionneau et al. 2002).
Estima-se que cerca de 20% da populacdo mundial seja ndo-secretora (Rydell et al.
2011). No Brasil, somente dois estudos até 0 momento (Vicentini et al. 2013, Lemes et

al. 2014) avaliaram o status secretor de individuos infectados ou ndo por NoV, nédo
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sendo ainda portanto, muito bem definido o percentual de individuos secretores da
populagéo.

Estudos com o objetivo de avaliar os fatores associados a
susceptibilidade/resisténcia tém sido realizados utilizando os virus NV e NoV Gll.4, a
fim de tentar estabelecer a relacdo entre os antigenos AGSH e as infecgdes por estes
virus. Existem, portanto trés categorias de padrfes de ligacdo de NoV-AGSH: os que
ligam nos epitopos A/B e H, aqueles que se ligam aos epitopos de Lewis e H e aqueles
que ndo se ligam a nenhum AGSH conhecido. O virus GI.1 esta vinculado a ligacdo aos
epitopos H tipo 1, Lewis b e os grupos sanguineos O, A e AB, ndo se ligando ao grupo
sanguineo do tipo B (Hutson 2002, Lindesmith et al. 2003, Chen et al. 2004, Bucardo et
al. 2009, Tan et al. 2009, Bull et al. 2011).

Os virus do GIlI possuem um espectro mais amplo de afinidade, sendo
capazes de se ligar a mais tipos de AGSH do que os virus Gl.1, o que pode ajudar a
explicar a sua maior prevaléncia em humanos (Bucardo et al. 2009, Tan et al. 2009, Bull
et al. 2011). Por exemplo, os virus Gll.4 identificados mais recentenmente ligam-se a
ambos epitopos antigénicos A e B, e em adicdo a Lewis (Lindesmith et al. 2008). Esta
capacidade de se ligar com mdltiplos AGSH pode aumentar a populacdo suscetivel a
infeccdo (Lindesmith et al. 2008, Bok et al. 2009). A hipdtese seria de que os AGSH
podem exercer importante pressdo seletiva na evolucdo de NoV e selecdo de variantes
predominantes (Tan et al. 2009).

Vale ressaltar que a variabilidade viral existente para NoV reflete também
no sitio de ligacéo da proteina VP1 com os AGSH, pois cada variante tem um padréo de
ligagdo aos antigenos, ou seja, ndo somente a disponibilidade dos antigenos
caracterizam algum fator de susceptibilidade, mas também se ha a possibilidade de
interacdo necessaria para que a ligacéo seja possivel (Ramani et al. 2014).

Portanto, a susceptibilidade a NoV parece ser multifatorial, uma vez que ter
status secretor positivo parece ndo ser a unica condi¢do para que o individuo seja
infectado. Acredita-se ainda que diferentes NoV também possam utilizar diferentes
receptores/co-receptores para entrar na célula-alvo, uma vez que individuos ndo-
secretores ndo estdo completamente imunes a infecgdo por NoV (Murakami et al. 2013).
Além disso, a répida evolucdo de NoV tem gerado novas variantes epidémicas, que
podem expressar diferentes padrdes antigénicos, resultando em amostras possivelmente
mais virulentas (Huang et al. 2003, Debbink et al. 2012, Frenck et al. 2012).
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Em relacdo aos mecanismos de resisténcia, Lindesmith et al. (2003)
sugerem que hajam dois: a resisténcia genética pela inativacdo do gene FUT2 e outra
caracterizada pela imunidade adquirida através da rapida producéao de IgA especifica ao
NV em alguns individuos secretores positivos. No entanto, devido a grande
variabilidade dos diferentes gendtipos do NoV, se fazem necessarios estudos adicionais
com o propdsito de estabelecer melhor as interagdes complexas das diferentes variantes
virais com esses antigenos (Estes et al. 2006).

1.5 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

As técnicas de ME ou IME foram inicialmente utilizadas para a identificacdo
de NoV em amostras de surtos de GEA, entretanto, existem algumas dificuldades na sua
utilizacdo, como a baixa sensibilidade, a necessidade em se concentrar 0 material por
ultracentrifugacdo e a utilizacdo de pessoal e equipamentos especializados na sua
execucdo (Pang & Lee 2015).

A natureza fastidiosa dos NoV ndo permite o cultivo in vitro rotineiro, com
excecdo do MuNoV, por isso a principal fonte de particulas virais para o
desenvolvimento de métodos diagnosticos tem sido amostras de fezes de individuos
infectados com NoVs na fase aguda e os soros hiperimunes dos mesmos na fase
convalescente da infec¢do. Isso possibilitou o desenvolvimento de algumas ferramentas
de diagndstico aléem da ME como Radioimunoensaio (RIA), EIE e Western Blot, que
podem ser utilizados para detectar a presenca de antigenos virais nas fezes de individuos
infectados ou de anticorpos no soro (Kapikian 2000, Atmar & Estes 2001).

O sequenciamento do genoma completo do NV em 1990 foi determinante
para o desenvolvimento de novos métodos de diagnésticos. Com o desenvolvimento das
VLPs foi possivel ainda producéo de anticorpos poli- e monoclonais que podem ser
utilizados em ensaios imunoenzimaticos para a detecgdo do antigeno viral (proteina
VP1 do capsideo) nas fezes. As VLPs podem também ser utilizadas para deteccéo de
anticorpos produzidos em resposta a infeccao por esses virus (Atmar & Estes 2001).

Os imunoensaios para a deteccdo de NoV tém sido desenvolvidos
empregando-se anti-soros hiperimunes preparados contra VLPs recombinantes (rVLPS).
Embora sejam bastante sensiveis, os anticorpos utilizados nestes ensaios sdo altamente
especificos para a VLP utilizada na imunizacdo do animal nos quais foram produzidos,
portanto, como 0s NoV sdo geneticamente e antigenicamente variaveis ndo € possivel a

deteccédo de todas as variantes virais. Progresso tem sido feito no desenvolvimento de
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rVLPs de NoV que permitem o desenvolvimento de anticorpos que reagem com
diferentes variantes do virus, podendo ser empregados em ensaios imunoenzimaticos
(EIE) para pesquisa de antigenos virais em espécimes clinicos e para triagem em surtos
epidémicos (Jiang et al. 2000, Lindesmith et al. 2012).

O EIE com rVLP de NV para pesquisa de anticorpos tem demonstrado
detectar respostas de anticorpos amplamente reativos em voluntarios que receberam 0s
virus NV, Hawaii, Snow Moutain, embora a resposta maxima foi observada em
voluntarios desafiados com NV (Green et al. 1993, Monroe et al. 1993, Treanor et al.
1993, Graham et al. 1994). Assim, é impossivel identificar a variante antigénica de NoV
por sorologia devido a reacdo cruzada dos anticorpos por EIE (Noel et al. 1997a). Além
disso, a diversidade antigénica dos NoV constitui um desafio para o desenvolvimento de
um EIE especifico e sensivel ao mesmo tempo (Belliot et al. 2003, Duizer et al. 2007).

Uma alternativa para a rapida deteccdo de NoV sdo 0s ensaios
imunocromatrogréaficos que juntamente com os EIEs podem ser utilizados como testes
de triagens em surtos de GEAs. Entretanto, estes possuem uma sensibilidade que varia
de 17 a 90% (Kim et al. 2012, Ambert-Balay & Pothier 2013).

Desta forma, os métodos moleculares sdo considerados os métodos de
escolha para a pesquisa e caracterizacdo dos NoVs. Dentre estes, considera-se a reagdo
em cadeia pela polimerase pos-transcrigdo reversa (RT-PCR), Multiplex RT-PCR e RT-
gPCR (RT-PCR quantitativo ou PCR em tempo real). Com estes métodos, os NoV
podem ser detectados em espécimes clinicos (fezes ou vémito), alimentos e agua
contaminados e fomites (Vinjé et al. 2001, Atmar & Estes 2001, Pang & Lee 2015).

Ha& vérias consideracdes para um bom desempenho da técnica de RT-PCR.
Em primeiro lugar, o procedimento de extragdo de RNA viral deve permitir a
purificacdo de um RNA viral integro e livre de inibidores de reagdo. Controles internos
de RNA devem ser usados nos ensaios de amostras clinicas ou ambiental a fim de evitar
resultados falsos positivos. Em segundo lugar, a escolha dos pares de iniciadores é
fundamental, pois existe uma consideravel diversidade gendmica entre as variantes em
circulacdo (Vinjé 2014). Diferentes pares de iniciadores tém sido descritos, com base
em regides parciais do genoma de NoV altamente conservadas, como a regido
codificante para a RNA polimerase viral, quando objetiva-se apenas detectar o0 genoma
viral, ou de regibes variaveis, como as juncdes entre capsideo e polimerase ou P2
hipervaridvel, quando o objetivo é de se avaliar a variabilidade genética. RT-PCR

seguido do sequenciamento gendmico tem sido o método de escolha para a detec¢éo e
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caracterizacdo de NoV em surtos (Vinjé et al. 2003, Kageyama et al. 2003, Atmar et al.
2011).

Para a caracterizacdo molecular de NoV tem sido utilizada diferentes
regides alvo do genoma viral: A, B, C, D e E (Figura 3). Entretanto, a avaliacdo da
diversidade genética ndo é possivel através das por¢cdes mais conservadas das regides A
e B, por isso, iniciadores tém sido desenvolvidos a partir das regides C e D, que tem
como alvo a proteina VP1, que confere variabilidade aos NoV, sendo que o
sequenciamento da regido D € mais utilizada na diferenciacdo dos isolados, pois NoV de
um mesmo gendtipo podem exibir variagfes distintas (Kojima et al. 2002, Vennema et
al. 2002, Vinjé et al. 2004, CDC 2011, Vega et al. 2011).

i 5358 5374 6050 75887654
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Ando eral., 1995 Anderson ef al., 200

Wennema ef al., 2002 Gonin ef al, 2000 Re iDﬂ C ‘ = 2
injé er al,, 2004
Kojima et al.. 200 Recion E

Moel eral.. 1997

Figura 3: Representacdo esquematica das regides alvo para detec¢do do
genoma viral. Fonte: Salts et al. 2012, com modificaces.

A utilizacdo do RT-gPCR tem vantagens como permitir rapida deteccéo,
determinacdo do numero de cépia gendmicas virais, além de minimizar os riscos de
contaminacgéo entre amostras (Schultz et al. 2011, Hellberg et al. 2014), bem como o0s
erros devido a manipulagdo de produtos de PCR. Ensaios de um Unico passo de RT-
gPCR, em que tanto a transcricdo reversa e amplificacdo de cDNA sdo realizadas numa
Unica reacdo, diminuem ainda mais o risco de contaminagdo cruzada (Vinjé 2014). Tem
sido reportado que pacientes com maior carga viral inicial excretam particulas por mais
tempo, entretanto os estudos sd@o poucos e ainda controversos. Tem sido também
sugerido que virus do GII sejam excretados em quantidades mais elevadas, quando
comparados aos do Gl (Chan et al. 2006, Rolfe et al. 2007, Miura et al. 2013).

Além das metodologias acima citadas, nos ultimos anos varias plataformas
de diagnostico multiplo de GEAs diferentes tém sido desenvolvidas para a deteccédo

simultanea de virus entéricos, bactérias e parasitos. O XTAG GPP (Luminex
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Corporation, EUA) e FilmArray® Painel GI (BIOFIRE Diagnostics Inc., EUA), foram
recentemente aprovados pela FDA, que liberou para uso a versdo do xTAG GPP que
detecta e identifica simultaneamente NoV Gl e GllI, rotavirus grupo A, sete bactérias e
dois parasitas (Navidad et al. 2013), enquanto o Painel de GI FilmArray detecta 23
patdgenos entéricos, incluindo NoV Gl e Gll, rotavirus grupo A, adenovirus espécie F,
SaV, astrovirus, 14 bactérias e quatro parasitos. Ambas as plataformas sdo capazes de
distinguir entre NoV Gl e Gll. O XTAG GPP pode completar o teste de 24 amostras no
prazo de cinco horas, mas isso ndo inclui preparacdo e extracdo das amostras. Em
contraste, o sistema FilmArray permite a liberacdo de resultados dentro de uma hora.
Entretanto, uma desvantagem do sistema FilmArray é que apenas poucas amostras
podem ser processadas de uma s6 vez, além do elevado custo do ensaio (Khare et al.
2014, Vinjé 2014).

1.6 EPIDEMIOLOGIA

Os NoV sdo uma das causas mais reportadas de surtos de GEA tanto em
populacdo adulta como pediatrica em varios paises do mundo (Glass et al. 2009). Uma
revisao sistematica de todos os estudos que utilizaram a técnica de RT-PCR para a
deteccdo de NoV, atribuiu a estes agentes de 5-31% de todos os casos de GEA em
pacientes hospitalizados e 5-36% dos casos de todos os pacientes que procuram a
atendimento ambulatorial por apresentarem GEA (Patel et al 2009, Rha at al. 2013). O
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dos EUA estima que NoV sejam
responsaveis, anualmente, por 60% dos casos de gastroenterite aguda (com causa
conhecida), ou 21 milhGes de casos, nos Estados Unidos.

A populacdo em geral é amplamente vulneravel a GEA por NoV, mas 0s
maiores indices de morbi-mortalidade ocorrem nos extremos de idade (Robilotti et al
2015). Estudo realizado em 2014 identificou NoV como o agente causador mais comum
de GEA esporadica, utilizando como método diagnodstico o RT-PCR multiplex, tendo
como alvo diferentes regides do genoma viral. (Pang et al. 2014).

Em um estudo com criangas finlandesas que desenvolveram GEA
esporadica e que estavam sendo monitoradas como parte de um ensaio clinico de uma
vacina contra os rotavirus, NoV foram detectados em 20% das amostras fecais das
criancas que receberam placebo e em 22% dos receptores da vacina, tornando-0 o
segundo virus mais frequentemente detectados em pacientes com GEA (Pang et al.
1999). Dados da Tailandia (Malasao et al. 2008), Malawi (Dove et al. 2005), Chile
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(O’Ryan et al. 2009), ¢ da India (Monica et al. 2007) confirmam NoV como uma
comum (frequentemente a primeira ou segunda) causa de GEA esporédica entre
criangas. Um estudo de vigilancia epidemiologica de cinco anos realizado em
Melbourne, Australia, com criangas de cinco anos de idade, demonstrou que os indices
de positividade para HUCV durante o periodo de estudo foi de 9,2% (113/1.233), com
95% das variantes pertencentes ao género Norovirus (Kirkwood et al. 2005).

Um estudo de vigilancia de populacdes pediatricas conduzido em trés
hospitais com atendimento pediatrico, geograficamente distantes, nos EUA revelou uma
taxa de positividade para HUCV de 8,5% em criancas com GEA, sendo a grande maioria
(84%) por NoV (Zintz et al. 2005).

Algumas variantes de NoV, tem predominado em surtos epidémicos desde
2002. Os NoV GlIl, e especificamente GIl.4, tem sido o genotipo mais
predominantemente detectado em surtos por NoV no mundo, pelo menos durante a
ultima década (Lindell et al. 2005, Zheng et al. 2010, Matthews et al. 2012, Bernard et
al. 2014). Novas variantes de GlI.4 tém substituido as variantes anteriores a cada 2-3
anos, e tem sido associado com um aumento de casos de NoV sendo a maioria variantes
de GIl.4 (Lopman et al. 2004, Hasing et al. 2013, Fonager et al. 2013). Por exemplo, a
variante de GI1.4 95/ 96_US foi associada ao aumento da frequéncia de NoV em cinco
continentes (Noel et al. 1999).

Entretanto, outras variantes de GII.4 circulam amplamente, mas em baixas
frequéncias, como Japan_2001 e Henry 2001 (Siebenga et al. 2007). Isolados do Gll.4
sd0 uma causa comum de surtos de GEA em servicos de salde, incluindo hospitais e
instituicOes de cuidados de longo prazo, como os asilos (Vega et al. 2014, Maunula et
al. 2005, Zheng et al. 2010, Haising et al. 2013, Koopmans 2009, Sakon et al. 2007).

Tem sido reportado que algumas variantes G11.4 podem estar associadas a
sintomas mais graves, como o aumento de nauseas, vomitos, célicas abdominais e febre
quando comparado aos sintomas causados por variantes ndo-Gll.4 (Lai et al. 2013,
Svraka et al. 2007, Mai et al. 2013, Friesema et al 2009). Segundo a literatura, esses
dados devem ser interpretados com cautela, pois a maioria desses estudos foram
realizados em apenas alguns paises, ademais, estudos em outros locais, tém
demonstrado a emergéncia e predominancia de circulacdo de outras variantes virais
como a GI1.6, GI.10, dentre outras (Chhabra et al. 2009, de Oliveira et al. 2013, Moyo
etal. 2014, Wu et al. 2014).
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Esposito et al. (2014) avaliaram 562 amostras de swab nasofaringeano de
criangas admitidas em um hospital apresentando quadro clinico semelhante a gripe. Para
determinar a positividade para NoV foi utilizada a metodologia de RT-qPCR, ap6s a
prévia triagem dessas amostras por painel de virus respiratorio para que somente
amostras negativas para estes fossem testadas. Ao todo, trés amostras foram positivas
(0,5%), sendo todas elas pertencentes ao gendétipo Gll.4. Além disso, 0s autores
afirmam que os dados mostram que os NoVs podem ser encontrados no trato
respiratorio secrecGes de criancas com sintomas respiratorios e que esses sintomas
respiratorios poderiam preceder as manifestacdes gastrointestinais (Esposito et al.
2014).

No quadro 1, estdo relacionadas caracteristicas de alguns estudos
conduzidos em populacdo pediatrica, sendo evidenciada uma grande variabilidade nos
indices de deteccdo dos NoVs. A variabilidade das metodologias de diagndstico e
deteccdo viral, bem como diferengas no delineamento dos estudos podem ser fatores
que contribuem com essa divergéncia, embora a localizacdo geografica possa ser outro

fator contribuinte.
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Quadro 1. Caracteristicas de diferentes estudos de deteccéo e caracterizacdo molecular de NoV em criangas, conduzidos em diversos paises.

Iniciadores utilizados nas

reagbes de RT-PCR indice
Material (regido alvo do genoma global de
Autor, Ano, Pais | N°amostral clinico Faixa etaria | Metodologia de deteccéo viral) deteccéo Gendétipo encontrado
COG1F/ G1SKR NoV - Gl.3, G1.8,
G2F3/ G2SKR Gl.9, Gll.1, GIL.3,
Hansman et al. SV5317/ SV5749 GII.?
2004, Tailandia 105 Fezes <5 anos RT-PCR (RNA polimerase /capsideo) 12%
Borges et al. Fezese Ni/E3, JV12/13, 289/290
2006, Brasil 1006 swab retal <5anos RT-PCR (RNA polimerase) 8,6% NR
Soares et al.
2007, Brasil 289 Fezes < 10 anos RT-qPCR ND 14,5% Gl, GlI
Ni/E3, JV12/13, 289/290
Andreasi et al. (RNA polimerase RNA
2008, Brasil 406 Fezes <3 anos RT-PCR dependente) 7,6% NR
NVp69 Np36 Gll.4, Gl.6, Gl.4,
Puustinen et al. V21, V24 GI11.9,Gl.2, GlIU,
2011, Finlandia 4727 Fezes Até 3 anos RT-PCR (RNA polimerase/capsideo) 25% Gllid,
Goméz-Santiago
et al. 2012, NoV - Gll.4 e Gll.2
México 414 Fezes Até 5 anos RT-PCR ND 32%

ND — Né&o disponivel; NR — Ndo realizado.
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Quadro 1. Caracteristicas de diferentes estudos de detec¢do e caracterizagdo molecular de NoV em criancas, conduzidos em diversos paises —

Continuacéo.

indice
Material global de Caracterizacao
Autor, Ano, Pais | N°amostral clinico Faixa etaria | Metodologia de deteccdo Iniciadores utilizados infeccéo molecular
NoV - Gll.4, GIl.6,
Aragéo et al. p289/p290, Mon 431/434 GIl.7, GIl.17, Gl.2
2013, Brazil 159 Fezes Até 10 anos EIA/ RT-PCR (RNA polimerase/capsideo) 22,2%
NoV - Gl.1, Gll.4,
de Oliveira et al. GISKF, GISKR, GIISKF e Gl.7, GllL6, GlI.1,
2013, Brasil 56 Fezes < 6 anos RT-PCR GIISKR 23,2% Gll.2
NoV - Gll.4, GIl.6,
Gll.2, Gll.3 e GII.7
Ren et al. 2013, SaV-Gl.1,Gl2e
China 500 Fezes <5 anos RT-PCR ND 29,14% Gll.1
MON 431/433
MON 432/434,
SRI-1/SRI-2,
MON381/MON383
G1SKF/G1SKR
Vicentini et al. G2SKF/G2SKR
2013, Brazil 397 Fezes Até 11 anos RT-PCR (RNA polimerase/ capsideo) 4% Gll, GI
Ensaio
Bicer et al. 2014, imunocromatogréfico
Turquia 520 Fezes <16 anos Comercial - 9,8% -
NVG1flb, NVG1rlux,
NVG2flux1 COG2R
CUSVF1, CUSVF2 NoV - Gll.4,
Bucardo et al. CUSVR (RNA polimerase/ Gll.ndo4, GI.3, GI.2
2014, Nicaragua 330 Fezes <5 anos RT-qPCR capsideo) 41%
COG1F/ COG1R
COG2Fex/ COG2R Gll.4, Gll.16, GIl.21,
Moyo et al. 2014, (capsideo) Gll.g, GI1.13, Gll.e,
Tanzania 1266 Fezes <2 anos RT-gPCR 14,3% GL.5, GI.7

ND — Né&o disponivel; NR — Néo realizado.
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Além de casos esporadicos de gastroenterite aguda, surtos por NoV tém sido
reportados em diferentes partes do mundo (Patel et al. 2009, CDC 2011). Na Catalunia,
Espanha, Dominguéz e et al. (2008), no periodo de outubro de 2004 a outubro de 2005,
analisaram um total de 534 amostras de fezes provenientes de 62 provaveis surtos de
gastroenterite viral, onde 52% (278/534) das amostras foram positivas para NoV, sendo
este identificado como Unico agente causador em 51 surtos durante o periodo do estudo.
Na Franca, Belliot et al. (2010) analisaram 316 surtos, que ocorreram no periodo de
setembro de 2007 a margco de 2009. Nesses surtos, 1.422 amostras de fezes foram
coletadas e testadas, e dos 316 surtos, 254 foram atribuidos ao NoV. Em Singapura, Ho
et al. (2014) investigaram surtos ocorridos simultaneamente em dois acampamentos
militares, utilizando amostras de fezes, e o indice de positividade encontrado para NoV
foi de 34,1% (70/205), sendo a maioria pertencente ao GlI.

Em Goiania, GO, de Oliveira et al. (2013) monitoraram a ocorréncia de
HuCV em uma creche durante dois anos, bem como realizaram a caracterizacdo
molecular das amostras positivas. Nesse estudo, foi encontrado um indice de
positividade de 8% (43/539) para NoV, com indice de positividade significativo em
amostras de criancgas assintomaticas. Ademais, grande varialibidade de gendtipos: GlII.6,
Gll.2, GIl.1, GL.7, GllL4, e GI.1.

Diante do exposto, acredita-se que determinadas caracteristicas bioldgicas
de NoVs, bem como determinados aspectos da patogenia viral, como a baixa dose
infecciosa, elevada estabilidade em condi¢Ges ambientais e resisténcia a inativacdo, o
namero de particulas excretados nas fezes, que pode ser elevado, bem como a excre¢do
prolongada, em alguns casos, sejam fatores que contribuam para a rapida disseminacgéo
dos NoV, principalmente em ambientes semi-fechados e com aglomeracdo de pessoas,
tais como hospitais, escolas, restaurantes, creches e navios de cruzeiro, resultando na
ocorréncia de surtos, mas também de casos esporadicos na comunidade (Caul 1994,
Marks et al. 2003, Koopmans & Duizer, 2004, CDC 2011).

1.7 TRATAMENTO, PREVENCAO E CONTROLE

A infeccdo por NoV induz a uma gastroenterite que é em geral
autolimitada. Embora ndo muito frequentes, complicacdes como desidratagéo grave por
NoV podem ocorrer, neste caso o tratamento recomendado é o de suporte com reposi¢ao
oral de liquido e eletrolitos. Administracdo parenteral de fluidos pode ser necessaria no

caso de vomitos e/ou diarreia severa (CDC 2011). Embora a infeccdo por NoV seja
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considerada de curta duracdo, achados demonstraram que a duracdo pode ser
prolongada em pacientes imunocomprometidos (Chang & George 2007, Lemes et al.
2014), podendo nestes pacientes a infecgdo contribuir para um pior progndstico
(Schwartz et al. 2011).

Embora antivirais especificos para o tratamento da infeccdo por NoV ainda
ndo estejam disponiveis, protocolos de tratamentos para outros agentes patogénicos,
foram avaliadas em um pequeno ndmero de individuos com noroviroses, com diferentes
taxas de sucesso, como 0 uso do composto nitazoxanida em pacientes sem nenhuma
outra doenca existente, que contribuiu com a reducdo do tempo de duracéo dos sintomas
(Rossignol & El-Gohary 2006).

Esforgos para desenvolver antivirais que tenham como alvo os estagios
especificos do ciclo de replicacdo dos NoV estdo em curso, mas a sua seguranca e
eficacia clinica ndo foi ainda estabelecida (Rocha-Pereira et al. 2010, Kim et al. 2011,
Kankanamalage et al. 2015, Vashist et al. 2015). Diante da falta de um antiviral
especifico para o tratamento de NoV, as vacinas seriam a solugdo para o problema, no
entanto, fatores como a alta variabilidade dos virus bem como a auséncia de um modelo
de cultivo para a replicacdo em grande escala e evidéncias de imunidade protetora de
média a curta duracdo dificultam a producdo de uma vacina imunogénica e eficaz.
Estudos vém sendo realizados para o desenvolvimento de vacinas, entretanto, ainda nao
existe nenhuma vacina licenciada para uso (Green 2013, Debbink et al. 2014).

Portanto, medidas de prevencdo e controle da infecdo por NoV sdo
atualmente a Unica forma de se tentar evitar a disseminagdo do virus, ndo ha métodos
especificos de prevencéo para NoV, somente medidas de contencdo utilizadas nos casos
de surtos a doengas infecciosas, como politicas de quarentena e manuseio dos pacientes
doentes, lavagem das mdos e descontaminacdo eficaz do ambiente. Além disso, é
preciso se atentar ao consumo de agua tratada e alimentos devidamente processados, a
fim de se evitar a contaminagdo por NoV atraves de agua e alimentos (Albers 2004,
CDC 2011, MacCannel et al. 2011).

A politica de manejo dos pacientes doentes se resume no cuidado para que
estes ndo se tornem fontes de disseminagdo para os demais saudaveis e também aqueles
que se encontram debilitados por outras doengas. O treinamento da equipe de
atendimento a salde, bem como os visitantes € de extrema importancia para que eles
ndo se tornem carreadores dos virus para 0s outros pacientes e também néo se infectem.

Para isso, medidas simples coma a higienizacdo das maos por 20 segundos com a gua e
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sabdo reduz o numero de particulas por remocdo mecanica (MacCannel et al. 2011,
Barclay et al. 2014). O uso de desinfetantes a base de alcoois desmostram eficacia
controversa na reducdo da carga viral em pesquisas experimentais (Sickbert-Bennett et
al. 2005, Macinga et al. 2008, Park et al. 2010, Bolton et al. 2013).

Medidas como o isolamento e agrupamento de pacientes com base nos
sintomas apresentados também sdo estratégias recomendadas para o controle da
infeccdo em hospitais (CDC 2011, New Zealand Ministry of Healthy 2009, HPA - UK
2012, NDSC - lIreland 2004). Estas estratégias podem prevenir uma transmissdo
secundaria, pois visam limitar a circulacéo viral no ambiente e, além disso, diminuir a
duracgéo do surto (Cheng et al. 2006, Wadl et al. 2010, Vinnard et al. 2012).

Outra medida que deve ser adotada é a descontaminacdo ambiental, o que
ndo é tdo simples de se conseguir devido a alta estabilidade de NoV no ambiente, uma
grande parte das evidéncias sobre a desinfeccdo do ambiente é derivada de estudos
utilizando FCV ou outros virus surrogates, mas correlagdo direta com 0 sucesso na
desinfeccdo de todos os NoV ainda é desconhecido (Barclay et al. 2014). Em geral,
solucdes de hipoclorito de pelo menos 1.000 ppm sdo os preferidos para a
descontaminacao de superficies e objetos e deve ser utilizado por um tempo de contato
adequado. Compostos de aménio quaternario, também estdo sob investigacdo, mas tém
sido pouco eficazes em comparacdo com solucdes a base de hipoclorito de sddio
(Bolton et al. 2013).

Tanto o tipo de agente inativante bem como o método de aplicacdo pode ter
um impacto sobre o sucesso na desinfec¢cdo. Em ambientes nosocomiais, os estudos se
concentraram na limpeza de superficies de alto toque, tais como os banheiros do doente,
mesas, cadeiras, computadores e comodas, além de pisos e carpetes (Barclay et al.
2014). Passos adicionais, como descartar todos os itens ndo utilizados de atendimento
ao paciente apos a alta de um paciente infectado por NoV, tém sido descritos, entretanto
a correlacdo direta dessas medidas com a reducdo da duracdo dos surtos nosocomiais,
néo foi ainda estabelecida (Barker et al. 2004, Jimenez & Chiang 2006, CDC 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

Estima-se que ocorram anualmente cerca de 1,45 milhGes de mortes
relacionadas a gastroenterite aguda no mundo (Ahmed et al. 2014), constituindo uma
das principais causas de morbi-mortalidade em criancas (WHO 2014). Uma revisdo
sistematica recente realizada por pesquisadores do CDC estimou que NoVs sejam
responsaveis por 18% de todos os casos de gastroenterite aguda no mundo (Ahmed et
al. 2014). Estudos recentes tém sugerido que os indices de positividade para NoVs
tenham aumentado significativamente, principalmente ap6s a implementacao, em varios
paises, das vacinas contra rotavirus (Zeng et al. 2010, Payne et al. 2013, Mast et al.
2015).

A patogenia e suscetibilidade/resisténcia aos NoVs ainda nao estdo bem
definidos sendo relevante a pesquisa de fatores que possam contribuir para um melhor
entendimento desses aspectos, como exemplo a associacdo entre a susceptibilidade a
infeccdo por NoV com AGSH (status secretor) (Shirato et al. 2011). Estudo realizado
no Laboratério de Virologia Humana do IPTSP, demonstrou a presenca prolongada de
RNA viral no sangue e excrecdo cronica viral nas fezes de individuos transplantados
(Lemes et al. 2014), corroborando outros estudos que tém sugerido a existéncia de um
possivel sitio de persisténcia viral no organismo (Medici et al. 2010, Esposito et al.
2014). Foi ainda reportada a deteccdo de RNA de NoV em amostras do trato
respiratorio de criancas com sintomas respiratérios (Esposito et al. 2014), sendo
portanto relevante a pesquisa de NoV em diferentes amostras clinicas, além de fezes de
individuos infectados.

Os NoVs sdo associados a surtos de GEA em ambientes semi-fechados
como o0s hospitais. Um gendtipo em particular, GIl1.4, é o mais encontrado em ambiente
nosocomial (lturriza-Gomarra & Lopman 2014). A excre¢do viral prolongada em
pacientes imunocomprometidos tem sido documentada e associada a disseminacdo dos
NoVs nesse ambiente, bem como a um possivel pior prognostico para os pacientes
(Doshi et al. 2013, Ye et al. 2015).

Deste modo, torna-se importante a determinacdo da carga viral de
individuos infectados, de diferentes populac6es, a fim de auxiliar no esclarecimento da
correlagéo entre carga viral e patogenia, fornecendo assim informagdes que contribuam
para um melhor entendimento do papel desses agentes na etiologia das GEA. Além

disso, demonstrar que a rapida identificacdo de surtos nessas instituicdes € necessaria,
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como medida de prevencdo e controle para evitar a disseminacdo viral a pacientes
muitas vezes ja imunocomprometidos. Portanto, sdo de grande relevancia estudos que
avaliem a variabilidade genética de NoV, os fatores associados a
susceptibilidade/resisténcia aos virus, bem como a relacdo entre carga viral e sintomas
clinicos.
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3. OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a ocorréncia, a carga viral e perfil molecular de NoV, bem como o
status secretor de criangas, com até seis anos de idade, com e sem sintomas de GEA

atendidas em um hospital de referéncia em atendimento infantil de Goiania, Goias.
3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar o indice de positividade de NoV em amostras clinicas (fezes e swabs
nasais);

» Caracterizar molecularmente os NoVs detectados nas amostras clinicas;

> Determinar a carga viral em amostras clinicas (fezes e swab) e correlacionar
com os sintomas apresentados pelas criangas;

> ldentificar o status secretor das criangas participantes do estudo e associar com

susceptibilidade/resisténcia a infec¢do por NoV.



25

4. METODOLOGIA
4.1. Local de estudo

O Hospital Materno Infantil (HMI) é um dos hospitais publicos de referéncia
para o atendimento pediatrico em Goids. Alem do atendimento ambulatorial e de
emergéncia oferece atendimento nas especialidades de pediatria, ginecologia e gestacédo

de alto risco, sendo toda sua atencdo voltada para mulheres e criancas.

4.2 Delineamento e Populacéo de estudo

Trata-se de um estudo observacional, de corte transversal para a pesquisa de
NoV em amostras de fezes e swab nasal, obtidas por conveniéncia entre maio de 2014 a
maio de 2015, de criangas com ou sem sintomas de gastroenterite aguda, atendidas no
HMI, com até seis anos de idade. Este projeto foi aprovado pelo comité de ética em
pesquisa do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias (CAAE
37305314.7.0000.5078) (Anexo 1) e faz parte do monitoramento continuo das
gastroenterites virais na regido Centro-Oeste, em diferentes populac¢Ges, que vem sendo
realizado desde a década de 1980 pelo Laboratoério de Virologia/IPTSP/UFG.

Para a selecdo das criancas, primeiro procedeu-se uma abordagem direta dos
possiveis casos elegiveis. Os prontuarios/fichas de avaliacdo clinica das criangas
selecionadas foram avaliados pelo membro da equipe de pesquisa e para a definicdo de
um quadro sintomatico foram considerados o0s seguintes critérios: apresentacdo de sinais
gastroentéricos (vomito e/ou diarréia com ou sem dores abdominais, com ou sem febre),
sendo que estas criangas constituiram o primeiro grupo. O segundo grupo foi
constituido de criangas que ndo se enquadraram nestes critérios, sendo que estas foram
atendendidas no hospital por algum outro motivo que ndo os sintomas gastroentéricos,
como por exemplo, sintomatologia de outras doengas infecciosas, procedimentos
cirurgicos, doengas congénitas, entre outros.

Apos identificacdo dos casos elegiveis, procedeu-se o recrutamento dos
pacientes e esclarecimentos a respeito dos objetivos da pesquisa e metodologia de coleta
de amostra. Em caso de consentimento foi obtida a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Anexo 1) pelos pais ou responsaveis, e
realizada entrevista para preenchimento do questionario contendo dados clinicos e
epidemioldgicos (Anexo 2). Um fluxograma da metodologia do estudo estd
representado na figura 4.
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4.3 Coleta e preparo das Amostras Clinicas (fezes e swab nasal)

Os swabs (FLOQSwabs, Copan, Brescia, Italia) nasais foram coletados
conforme descrito por Lambert et al. (2008) e armazenados em tubo estéril contendo 2
mL de meio de transporte MEM (Meio Minimo Essencial — Grand Island, USA). Apds
identificacdo o swab ja no meio MEM foi homogeneizado em vortex, em seguida,
retirado do tubo, o qual foi centrifugado a 1300 x g, 10° C por dez minutos (Centrifuge
Universal 320R — Hettich). O sobrenadante foi separado do sedimento celular e
armazenado em criotubo a — 80°C até a realizacdo dos ensaios moleculares. O
sedimento celular também foi armazenado em microtubos de 0,5 mL a —80° C para
realizacdo dos ensaios de fenotipagem e genotipagem para determinacdo do status
secretor das criangas participantes do estudo.

As amostras de fezes foram coletadas em frascos coletores estéreis e
armazenadas a 4°C até serem transportadas para o0 Laboratério de
Virologia/IPTSP/UFG, onde foram imediatamente processadas a fim de se obter uma
suspensdo fecal a 20% em tampéo fosfato salina (PBS - cloreto de sodio, cloreto de
potéssio, fosfato de sodio dibasico, fosfato monobasico de potéssio, pH 7,4) e estocadas
a-80°C, até a realizacdo dos ensaios laboratoriais.

As amostras de fezes e swab foram preparadas separadamente em cabines
com fluxo laminar e luz UV. As amostras de swab foram processadas e testadas

separadamente das amostras de fezes, a fim de se evitar a contaminagéo cruzada.

4.4 Determinacao do status secretor (antigeno H)

4.4.1 Fenotipagem do fator secretor (deteccédo do antigeno H-1)

A determinacdo do fendtipo secretor foi realizada através de ensaio
imunoenzimatico (EIE), utilizando a lectina-UEA (Ulex europaeus agglutinin — St
Louis, MO, USA), que se liga de forma especifica aos antigenos H-1, expressos nas
mucosas e saliva, somente de individuos secretores, seguindo protocolo descrito por
Nordgren et al. (2013) e modificado por Lemes et al. (2014).

De modo breve, os micropogcos de uma placa de poliestireno (Santa Cruz
Biotechnology — Santa Cruz, CA, USA) foram sensibilizados com 100 pL de células
provenientes da secrecdo respiratoria dos pacientes coletados através do swab nasal,

uma amostra controle positivo e uma amostra controle negativo, previamente diluidas a
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1:10 em tampdo carbonato/bicarbonato (pH 9,6). A placa foi entdo incubada por duas
horas a 37°C, seguida de incubagdo overnight a 4°C. Na manhd, seguinte a placa foi
lavada uma vez com PBS (pH 7,4) e bloqueada por uma hora com solugdo a 3% de
albumina bovina em PBS (pH 7,4). Em seguida, foi adicionado 100 puL do conjugado
(lectina-UEA-peroxidase), diluido a 1:1.500 em solucéo a 0,3% de albumina bovina em
PBS. A placa foi entdo incubada por uma hora e meia a 37°C, seguida da adigdo da
solucdo substrato (tetrametilbenzidina e peroxido de hidrogénio). A reacdo foi
interrompida, apds 30 minutos de incubacdo, pela adi¢cdo de 100 pL da solucdo de
parada (&cido sulfurico a 1N), seguida de leitura visual e em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 450/620-700 nm, sendo a intensidade da coloragédo diretamente
proporcional a concentracdo de antigeno presente nas amostras.

Para definicdo do cut-off do EIE foi calculada a média de valores de
absorbancia de 5 controles negativos (0,076), sendo acrescido a este valor duas vezes o
valor do desvio padrdo (0,034), considerando uma margem de erro, superior e inferior,
de 10%. Foram, portanto, consideradas amostras positivas (Se+) as que apresentaram

absorbancia acima do valor do cut-off, acrescido de 10%.

4.4.2 Confirmacao do fen6tipo Se-: genotipagem do gene FUT?2

4.4.2.1 Extracdo do DNA gendmico

O DNA gendmico foi extraido a partir de células presentes na amostra de
secrecdo respiratoria dos individuos caracterizados Se- pelo EIE, utilizando-se o
reagente Brazol (LGC Biotecnologia, Cotia, S&o Paulo, Brasil). Foi adicionado a cada
tubo pléstico do tipo eppendorf um volume de 200 pL de células suspensas em MEM e
600 pL do reagente Brazol. Os tubos foram homogeneizados por inversao, em seguida
por 2 min em vortex e adicionou-se 250 uL de cloroférmio (Merck - Darmstardt,
Germany) gelado. Os tubos foram homogeneizados em vértex por 1 min, seguido de
centrifugagdo a 10.000 x g por 20 min a 4°C (Micro High Speed Centrifuge, Vision
Scientific). Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos contendo 500 uL de
etanol P.A. (Merck — Darmstardt, Germany) gelado e homogeneizados por inversdo
manual por 2 min. Um novo passo de centrifugacdo foi realizado (10.000 x g por 15
min a 4°C), sobrenadante foi desprezado e o pellet lavado com 500 uL de etanol 70%

gelado. Os tubos foram homogeneizados e submetidos a centrifugacdo a 10.000 x g por
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10 min a 4°C. Os sobrenadantes foram descartados e 0s tubos colocados para secar a

temperatura ambiente e o pellet ressuspenso em 20 uL de &gua DEPC estéril.

4.4.2.2 PCR para amplificacdo do gene FUT?2

A realizagdo do PCR-FUT?2 foi realizada conforme descrito por Svensson et
al. (2000) e Lindesmith et al. (2003), com modifica¢Ges. Para amplificacdo parcial do
gene FUT2 foi utilizado 0 par de iniciadores sense
GAGGAATACCGCCACATCCCGGGGAGTAC e antisense
ATGGACCCCTACAAAGGTGCCCGGCCGGCT, com fragmento esperado de 195
pb. A reacdo foi realizada nas seguintes condi¢Ges: 2,0 mM de cloreto de magnésio,
3,75 nmol de cada dNTP (Invitrogen — Foster City, CA, USA), 5 pmol de cada iniciador
(Invitrogen — Foster City, CA, USA), tampédo 10x da Tag DNA polimerase, 1 unidade
de Taq DNA polimerase (Invitrogen — Foster City, CA, USA) e &gua estéril para
completar volume final de 20 uL de reagdo. Para cada tubo contendo o mix foi
acrescentado 5uL de DNA extraido (cerca de 500 ug) de cada paciente. As condicdes

para a ciclagem programadas em termociclador Swifi ™ Maxi (Esco) foram as

seguintes:
Desnaturacéo inicial: 94°C — 2 min

N
Desnaturacgéo: 94°C — 30 seg
Anelamento: 68°C —15seg >  5ciclos
Extenséo: 72°C — 30 seg

J

2
Desnaturacéo: 94°C — 30 seg
Anelamento: 64°C —15seg » 20 ciclos
Extenséo: 72°C — 45 seg

J

4.4.2.3 Digestdo com enzima de restrigao

Para 0 ensaio de restricdo foi preparada uma mistura contendo 1U da
enzima de restricdo Ava Il (New England BioLabs - Ipswich, MA, USA) e 1,5 uL de
tampé&o da enzima 10X, e agua estéril para um volume total de 5 pL. Neste mix foram

adicionados 10 pL de produto de PCR-FUT2 que foi submetido as seguintes condigdes
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de incubagdo: 37° C por 90 minutos seguidos de 65° C por 20 minutos para inativacdo
da enzima.

Dez microlitros do produto da digestdo acrescidos de 2,0 pL do corante azul
de bromofenol foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (Invitrogen -Foster
City, USA) a 2,0% com brometo de etidio (0,1%) por aproximadamente 120 min a 100
volts em tampdo TBE 0,5X (Tris/Borato/EDTA) e visualizados no Transiluminador
Bio-rad modelo Universal Hood 1I. Apds a reacdo de restricdo, 0 genOtipo secretor
negativo foi caracterizado por dois fragmentos (um de 59 pb e o outro de 189 pb) para
individuos de genotipo selvagem e somente um fragmento de 195pb para os individuos
que possuem a mutacdo G428A.

4.5 Deteccdo e determinacéo da carga viral de NoV

4.5.1 Plasmideo para realizac¢do do ensaio de RT-gPCR TagMan duplex

Para obtencdo da curva padrdo a ser utilizada no ensaio de RT-qPCR
TagMan duplex foi realizada a clonagem, em plasmideo, de insertos de NoV Gl e NoV
GIl que foram amplificados e purificados de amostras previamente sequenciadas em
estudos anteriores (Lemes et al. 2014, de Oliveira et al. 2013).

A clonagem foi realizada conforme descrito em Green & Sambrook (2012).
As células competentes utilizadas foram cultivadas a partir de uma aliquota de célula
competente E. coli da linhagem XL1Blue que foi gentilmente cedida pelo professor
André Kipnis do Laborotério de Bacteriologia Molecular do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica.

Apbs a clonagem, estas bactérias foram propagadas em meio Luria-Bertani
(LB) solido contendo ampicilina na concentragdo final de 100 pg/mL. As coldnias
isoladas foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) liquido, ao qual foi adicionado
ampicilina na concentragdo final de 100 pg/mL. Um volume de 2 mL de bactérias em
meio LB foi utilizado para a extracdo do DNA plasmidial pelo protocolo de lise alcalina

(Green & Sambrook 2012) com posterior armazenamento a — 20 °C.

4.5.2 Curva padrao para o ensaio de RT-gPCR TagMan duplex para NoV- Gl e
NoV-GlI

A curva padrdo da RT-qgPCR TagMan duplex foi construida a partir dos
plasmideos extraidos, linearizados e purificados. O DNA plasmidial purificado foi
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quantificado por fluorometria utilizando o aparelho Qubit® 2.0 (Thermo Fisher
Scientific). Apos quantificacdo, foi realizado o calculo para a equivaléncia de
concentracdo em gramas para nimero estimado de moléculas de DNA. O tamanho total
do inserto com o plasmideo é de 3404 pb (NoV-Gl), 3393 pb (NoV-Gll). Para o calculo

do namero de moléculas de DNA foi utilizado a seguinte formula:

[((Xg/uL DNA) / (tamanho do plasmideo com inserto x 660))] x 6.022 x 10 =Y moléculas/ul
1% p

Apbs o calculo, diluicdes seriadas na base 10 foram realizadas (10° a 10™%) e
testadas no aparelho Rotor-Gene® Q 5plex HRM System (Qiagen®), juntamente com
amostras controles. A RT-gPCR TagMan duplex NoV-GI/NoV-GlI foi realizada de
acordo com Schultz et al. (2011), com adaptagdes. Os iniciadores utilizados estéo
descritos no quadro 2. Foram utilizadas as diluicbes expressas em copias genémicas
por mililitro (CG/mL). A validacao da curva foi obtida pelo coeficiente de correlacdo (R
> 0.99) e o calculo da eficiéncia. Em seguida, foram feitas aliquotas de cada diluicdo em
microtubos de 200 pL e congeladas a — 80 °C.

Quadro 2 — Iniciadores e sondas utilizados no ensaio RT-qPCR TagMan duplex NoV —
Gl e NoV - Gll

Nome Sequéncia (5’ - 3°) Sentido  Localizagéo®
JIVMF CCATGTTCCGTTGGATGC Sense 5283 - 5300
NoV
Gl G1SKR CCAACCCARCCATTRTACA Antisense 5358 — 5377
RING1(c) FAMP-AGATYGCGITCICCTGTCCA — BHQ" Antisense 5321 - 5340
QNIF2 ATGTTCAGRTGGATGAGRTTCTCWGA Sense 5012 - 5037
NoV
- G2SKR CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT Antisense 5367 — 5389
QNIFS VIC-AGCACGTGGGAGGGCGATCGMG - BHQ®  Sense 5042 - 5061

Sequéncias de iniciadores descritas por Hill (2010). * — Localizagdo gendémica referente aos isolados
Norwalk virus, NoV - Gl (ID: M87661), Lordsdale virus (NoV - Gll) (ID: X86557). ® — sonda marcada

com o fluoréforo FAM . °— Sonda marcada com o fluoréforo VIC . ¢ — BHQ — Black Hole Quencher.
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4.5.3 Determinacdo da carga viral de NoV nas amostras clinicas por RT-gPCR
TagMan duplex

4.5.3.1 - Extracdo do RNA viral da amostra fecal

A extracdo de RNA viral foi realizada a partir das suspensfes fecais,
utilizando-se o kit comercial Ql1Aamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen - Hilden, Alemanha),
seguindo instrugbes do fabricante. De modo breve, as amostras foram inicialmente
incubadas a temperatura ambiente por dez minutos com o tampao de lise (560 pL do
AVL) fornecidos pelo kit. Em seguida, foi adicionado 560uL de etanol absoluto as
amostras, que foram aplicadas em colunas, e o lisado foi descartado por centrifugacéo.
A etapa seguinte consistiu de sucessivas lavagens utilizando 500uL de cada tampéo
(AW1 e AW2) fornecido pelo kit. Em seguida foi adicionado, 60uL do tampdo de

eluicdo (AVE) e as amostras foram armazenadas a -80°C até o0 momento do uso.

4.5.3.2 Extracdo do RNA viral da amostra respiratoria

O RNA viral foi extraido a partir de 200uL da amostra de swab processada
utilizando o Kit QlAamp® cador® Pathogen Mini Kit (Qiagen - Hilden, Alemanha),
seguindo as instrucdes do fabricante. De modo resumido, as amostras foram tratadas
com 20 pL de proteinase K com posterior homogeneizacdo em vortex. Adiciona-se 100
puL de tampdo de lise (VXL com RNA carreador - 1 pg para cada 100 pL de VXL) e
nova homogeneizacdo. Em seguida o lisado foi transferido para mini-colunas fornecidas
pelo kit. Posteriormente duas etapas de lavagem com tampdes especificos (600 pL dos
tampbes AW1 e AW2) foram realizadas. Por fim, foi adicionado 150 pL do tampéo de
eluicdo (AVE) fornecido pelo kit foi utilizado e as amostras foram armazenadas a -80°C

até o momento do uso.

45.3.3 RT-gPCR TagMan duplex de NoV-GI e Nov-Gll para determinagéo da
carga viral

As amostras de fezes e swab nasal foram testadas separadamente por RT-
gPCR Tagman duplex. Para verificagdo da presenca de inibidores foi utilizado o Kit
TagMan® Exogenous Internal Positive Control. O ensaio de RT-gPCR TagMan duplex
foi realizado conforme descrito por Schultz et al. (2011), com adaptacdes. A reacédo
consistiu de mix contendo 1X de Tamp&o Path-ID™ multiplex One-Step RT-gPCR 2X
(Applied Biosystems — Carlsbad, CA, USA), 1X de Multiplex Enzyme Mix 10X e 0,9
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uM de cada iniciador (Quadro 2) ¢ 0,225 uM de cada sonda TagMan (Quadro 2). O
aparelho utilizado foi o Rotor-Gene® Q 5plex HRM System (Qiagen®), seguindo o
seguinte protocolo de ciclagem:

Transcricdo Reversa (RT):  50°C — 10 min

Inativacédo da RT: 95°C — 10 min

N
Desnaturacgéo: 95°C — 15 seg
Anelamento: 50°C —1min % 5ciclos
Extensao: 60°C — 1 min

J
Desnaturacgéo: 95°C — 15 seg
Anelamento: 55°C —1 min \ 40 ciclos
Extenséo: 65°C — 32 seg

~

Foram consideradas amostras positivas aquelas que apresentaram Cycle
Threshold (Ct) < 40 ciclos.

4.6 Deteccdo de NoV por RT- PCR HuUCV multiplex convencional

4.6.1 Extragdo do RNA viral

A extracdo de RNA viral foi realizada a partir das suspensdes fecais,
utilizando-se o método de Boom et al. (1990), com modificacBes (Cardoso et al., 2002).
Para extragdo do RNA viral das amostras fecais, foram utilizados 300uL da suspensao
fecal acrescidos de 800uL de tampao L6 (Isotiocianato de guanidina, Tris/HCI, EDTA e
Triton) ¢ 20ul de Proteinase K. Apds incubacdo a 56°C por 10 minutos, foram
adicionados 200uL de etanol absoluto e 15uL de silica, seguido de homogeneizagao por
15 minutos (em agitador Kline). O sedimento foi lavado, posteriormente, com tampao
L2 (Isotiocianato de Guanidina, Tris-HCI), etanol a 70% e acetona P.A, seguindo-se
uma nova incubacdo a 56°C por 15 minutos, e adigdo de 30uL de agua DEPC, seguido
de nova incubacdo, centrifugacdo por trés minutos. Apds este processo, 20ul do
sobrenadante foi recolhido e submetido imediatamente & transcricdo reversa para
obteng&o do cDNA viral.

4.6.2 RT-PCR multiplex para deteccdo de HUCV (NoV/SaV)
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Para a pesquisa de &cido nucléico de NoV, a partir das amostras
respiratérias e amostras fecais dos pacientes, foi utilizada a metodologia de multiplex
RT-PCR para a sintese do cDNA seguida de amplificacdo. A transcricdo reversa foi
realizada com iniciador randémico pd(N)6 (Random Hexamer, Amersham Biosciences),
seguindo-se a desnaturacdo (80°C/12min) e adigdo da mistura de reacdo para um
volume final de 50ul (0,4mM de cada ANTP / 1X tampdo de reacdo / 4mM MgCI2 /
20U/uL inibidor de ribonuclease / 200U/uL Transcriptase Reversa — MMLYV). A reacédo
foi processada a 42°C por 60 minutos no termociclador (Eppendorf Mastercycler
Personal).

Para a amplificacdo, iniciadores especificos para segmentos da regido de
juncdo RLA 1 e 2 que codifica parte da RNA polimerase viral e a proteina VP1 do
capsideo de NoV dos genogrupos | e Il (Quadro 2) e os iniciadores sense SaV124F
GAYCASGCTCTCGCYACCTAC, SaV1F TGGGCCCTCGCCACCTAC e o iniciador
antisense SaV1245R CCCTCCATYTCAAACACTA (Oka et al. 2006) foram utilizados
simultaneamente na reacao, por meio de uma PCR multiplex. A reacdo foi constituida
de 7 uL do cDNA acrescido de 18uL da mistura de reagdo para um volume final de 25
pL (1X tampao de reacao / 1,5mM MgCI2 / 0,4mM de cada ANTP / 1,5U/ulL Taq DNA
polimerase / 0,5uM de cada iniciador). A reacdo foi realizada em termociclador Swift

™ Maxi (Esco), nas seguintes condigdes:

Desnaturacdo inicial: 95°C — 5 min

N
Desnaturacéo: 94°C — 15 seg
Anelamento: 58°C—-1min % 40 ciclos
Extenséo: 72°C — 1 min

J
Extenséo final: 72°C — 10 min

Os produtos amplificados (389pb para Gl e 378pb para GIl) foram
visualizados em gel de agarose a 1,5% com brometo de etidio (0,1%) e comparados a
um padrdo de peso molecular (100pb, Jena Bioscience) em transiluminador de luz UV
(Biorad). Para confirmacéo dos resultados foi realizado o RT-PCR monoplex com cada
par de iniciador (NoV GI e NoV GIl) em separado, seguindo as mesmas condig¢oes
descritas para 0 RT-PCR multiplex.
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4.7 Sequenciamento gendmico e andlise filogenética das amostras positivas para
NoV

A reacdo de sequenciamento do fragmento parcial do genoma dos NoV
(juncdo entre RLAL e 2 e regido C do capsideo) foi realizada utilizando-se BigDye
Terminator versdo 3.01 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), com os mesmos pares de iniciadores utilizados na reacdo de RT-gPCR (Quadro
2). Para cada reacdo de sequenciamento, empregou-se 3 ou 5 uL do DNA purificado,
dependendo da concentracdo, e uma mistura contendo 3 ou 1 pL de agua MilliQ, 2 pL
de tampdo 5X, 1 pL de primer (2 pmol) e 1uL de Big Dye (o qual possui
didesoxinucleotideos trifosfatos (ddNTPs) com marcadores fluorescentes, dNTPs e Taq
DNA polimerase). Posteriormente, as amostras foram levadas ao termociclador
utilizando a ciclagem: 25 ciclos de 95°C por 20 segundos, 58°C por 15 segundos e 60°C
por 60 segundos.

Em seguida, as amostras foram precipitadas utilizando isopropanol a 65%
seguido de etanol a 60% para a retirada dos ddNTPs ndo incorporados. Apds
centrifugacdo, o etanol foi retirado e a placa colocada em termociclador para completa
secagem (2 minutos a 95°C).

Adicionou-se 10 puL de formamida Hi Di (Applied Biosystems) as amostras,
e a placa foi colocada em termociclador durante 5 minutos a 95°C para desnaturacao da
fita de DNA. Imediatamente ap0s, as amostras foram colocadas em gelo por dois
minutos, e a placa levada para o sequenciador automatico ABI 3130 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) para a leitura dos eletroferogramas.

Para analise da qualidade das sequéncias obtidas montou-se uma sequéncia
consenso das fitas sense e antisense utilizando a interface phred/phrap (Ewing et al.
1998, Gordon et al. 2001) por meio do site http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
da EMBRAPA (Empresa Brasileita de Pesquisa Agropecuaria). Posteriormente, foi feito
o alinhamento das sequéncias consenso de cada amostra com a utilizagdo do programa
Clustal X (Thompson et al. 1997) juntamente com sequéncias prot6tipos de cada
gendtipo de NoV Gl e GlI obtidas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para
edicdo do alinhamento utilizou-se o programa BioEdit.

A arvore filogenética foi construida utilizando-se o programa MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) versao 7.0 (Kumar et al. 2015). As analises

foram realizadas pelo método Neighbor-Joining, modelo de substituicdo de nucleotideos
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Kimura 2 parametros e sendo consideradas 1000 replicatas e valores boostraps acima de
80%.

Adicionalmente, as sequéncias consensos obtidas também foram submetidas a
analise pelo website Norovirus Genotyping Toll versao 1.0

(http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool), a fim de confirmar os resultados de

genotipagem (Kroneman et al. 2011).
4.8 Analise estatistica

A partir dos resultados moleculares e dados obtidos das fichas
epidemioldgicas dos pacientes foi realizada a analise estatistica. Para esta andlise, foi
utilizado o programa IBM SPSS, versdo 20.0, para analise univariada, como o teste de

x2, sendo que valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.


http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool
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5. RESULTADOS

Foram incluidas no estudo 219 criancas, das quais foram obtidas uma
amostra de fezes e swab nasal de cada, entre maio/2014 a maio/2015. Os pacientes eram
predominantemente do sexo masculino, 58,5% (128/219) ea idade das criancas variou
de 0 a 70 meses, com média de 15 meses. Considerando os sintomas de GEA, 56%
(123/219) das criancas foram incluidas no grupo sem sintomas de GEA e 44% (96/219)

no grupo com sintomas de GEA (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas gerais da populagdo de estudo (N=219).

Caracteristicas N %
Sexo
Feminino 91 415
Masculino 128 58,5
Idade (meses)
0-24 170 77,6
25— 48 33 15,1
49 — 72 16 7,3
Sintomas GEA
Sim 96 44
Nao 123 56

Duas metodologias foram utilizadas na triagem das amostras de fezes e
swabs nasais das 219 criancas participantes do estudo: RT-PCR convencional e 0 RT-
gPCR TagMan duplex. Dentre as 37 amostras de fezes positivas para NoV por RT-
gPCR TagMan duplex, 65% (24/37) foram positivos por RT-PCR convencional. E
dentre as 19 amostras de swab nasal positivas para NoV por RT-gPCR TagMan duplex,
42% (8/19) foram positivas por RT-PCR convencional (Gréfico 1). A carga viral nas
amostras de fezes variou de 3,59 x 10° a 2,38 x 10 CG/g (média 2,59 x 10%) nos
paciente sintomaticos para GEA e de 2,79 x 10*a 1,46 x 10° CG/g (média 1,37 x 10°)
nos assintomaticos para GEA. Nas amostras de swab nasal, a carga viral nas criancas
sintomaticas para GEA variou de 2,33 x 10°a 1,25 x 10° CG/mL, com média de 2,10 x
10® CG/mL, e nas assintomaticas para GEA de 4,22 x 10° a 1,77 x 10® CG/mL, com
média de 2,41 x 10’ CG/mL.
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Grafico 1- Numero de casos positivos para NoV em relagéo as duas metodologias utilizadas (RT-qPCR
TagMan duplex e RT-PCR convencional).

Em apenas dois casos houve a identificacdo concomitante de NoV nas fezes
e no swab nasal. A carga viral foi de 4,33 x 10’ CG/g nas fezes e 1,77 x 108 CG/mL no
swab nasal de uma crianca e da outra a carga viral foi de 2,44 x 10° CG/g nas fezes e
7,91 x 10° CG/mL no swab nasal.

O indice de positividade para NoV nas fezes, considerando o método de RT-
gPCR TagMan duplex como padrdo ouro de deteccdo, foi de 16,9% (37/219) (Tabela
2). Néo foi observada nenhuma significancia estatistica entre a positividade para NoV
nas fezes e as caracteristicas sexo, idade, presenca de sintomas, sintomas, status secretor
e vacina contra rotavirus do grupo A (RVA).
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Tabela 2 — Analise univariada das caracteristicas gerais das criancas em relacdo a
positividade para NoV em amostras de fezes.

Positivas/Total (%) OR* (IC 95%)** p

Sexo

Feminino 18/91 19,8 1,0

Masculino 19/128 14,8 0,7 (0,34 -1,43) 0,34
Idade (meses)

49 - 72 3/16 18,8 1,0

2548 9/33 27,3 0,6 (0,37 -7,07) 0,51

0-24 25/170 14,7 0,7 (0,19 - 2,81) 0,6
Presenca de sintomas

Nao 19/123 15,5 1,0

Sim 18/96 18,8 1,26 (0,62 — 2,56) 0,52
Sintomas

Diarrea e febre 6/30 20 1,0

Diarreia e vomito 1/2 50 4,0 (0,21 -73,6) 0,35

Diarreia, febre, vomito 11/45 24,5 1,0(0,4-3)9) 0,65

Diarreia, febre, vomito e 0/19

dor abdominal

Status secretor

Se+ 35/202 17,3 1,0
Se - 2/17 11,8 1,6 (0,34-7,2) 0,6
Vacina RVA
Néo 11/63 17,5 1,0
Sim 26/131 17,4 1,7 (0,54 — 2,55) 0,7
Sem informacgéo 0/25
TOTAL 37/219 (16,9)

*OR: odds ratio; **IC: intervalo de confianca de 95%; RV A- rotavirus do grupo A.

Embora nédo estatistiticamente significativo, foi observado maior indice de
positividade dentre as criangas sintomaticas para GEA (18,8%) quando comparado com
0 grupo de criancas assintomaticas para GEA (15,4%). Dentre 0s pacientes
sintomaticos, foi observado maior nimero de casos (61%) de pacientes que

apresentaram trés sintomas em associagdo (diarreia, febre e vomito) (Gréfico 2).
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Grafico 2 - Porcentagem de casos positivos para NoV em relagdo aos sintomas apresentados pelos
pacientes.

Quanto a faixa etéria, foi observado maior nimero de casos (25/37) de
pacientes positivos para 0 NoV nas fezes que tinham idade até 24 meses, embora este
dado ndo tenha sido estatisticamente significativo, como referido anteriormente. De
forma semelhante, também foi observado maior nimero de paciente positivos para NoV
com status secretor positivo (35/37), apesar de ndo ser estatisticamente significativo.

Dentre 0s genogrupos virais, observou-se maior positividade para NoV Gll,
70% (26/37), quando comparado ao Gl, 30% (11/37), sendo este dado estatisticamente
significativo (p < 0,05). A carga viral nas amostras positivas para NoV Gl variou de
2,79 x 10*a 2,38 x 10" CG/g, com média de 3,61 x 10'° CG/g. Enquanto nos positivos
para NoV Gl variou de 7,53 x 10%a 2,79 x 10'° CG/g, com média de 1,03 x 10*° CG/g.

Considerando a circulacdo de NoV, durante o periodo de um ano
(maio/2014 a abril/2015), em relacéo aos indices pluviométricos (mm?) foi observado
uma distribuicdo semelhante dos casos positivos para NoV durante as estacdes seca

(maio a setembro) e chuvosa (outubro a abril) (Gréfico 1).
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Figura 5- Indice de positividade para NoV em relacdo ao indice pluviométrico (mm®) (A) e a
umidade relativa do ar (%) (B), considerando o periodo de um ano (maio/2014 a abril/2015).

Dentre 0s casos positivos, 70% (26/37) das criangas receberam pelo menos
a primeira dose da vacina contra Rotavirus, enquanto 30% (11/37) das criancas nao
eram vacinadas. Quando se comparou a carga das criangas vacinadas e ndo vacinadas
contra Rotavirus foi observada carga viral significativamente mais elevada nas criangas
vacinadas (p = 0,006).
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A positividade para NoV nas amostras de swab nasal foi de 8,7% (19/219),
considerando o método de RT-qPCR TagMan duplex como padrédo ouro de detec¢do
(Tabela 3). A carga viral nas amostras de swab das criancas sintomaticas variou de 2,33
x 10°a 1,25 x 10° CG/mL, com média de 2,10 x 10 CG/mL, e nas assintomaticas de
4,22 x 10° a 1,77 x 10° CG/mL, com média de 2,41 x 10" CG/mL. Também n4o foi
observada nenhuma significancia estatistica quanto a positividade de NoV no swab
nasal e as caracteristicas sexo, idade, presenca de sintomas, sintomas, status secretor e

vacina contra RVA.

Tabela 3 — Andlise univariada das caracteristicas gerais das criancas em relacdo a
positividade para NoV em amostras de swab nasal

Positivas/Total (%) OR* (I1C 95%)** p

Sexo

Feminino 10/91 11 1,0

Masculino 9/128 7 0,61 (0,24 - 1,6) 0,30
Idade (meses)

49 -72 1/16 6,3 1,0

25— 48 2/33 6,1 0,7 (0,08 - ,6) 0,73

0-24 16/170 9,4 1,1 (0,54 - 2,19) 0,8
Presenca de sintomas

Nao 8/123 6,5 1,0

Sim 11/96 11,5 1,86 (0,72 - 4,82) 0,2
Sintomas

Diarreia e febre 4/30 13,3 1,0

Diarreia e vomito 1/2 50 0,15 (0,00 - 2,9) 0,2

Diarreia, febre e vomito 5/45 11,1 0,12 (0,0 - 2,32) 0,16

Diarreia, febre, vomito e 1/19

dor abdominal

Status secretor

Se + 18/202 8,9 1,0
Se - 1/17 6 1,56 (0,19 — 12,5) 0,67
Vacina RVA
Nao 7163 11,1 1,0
Sim 12/131 9,2 1,7 (0,54 — 2,55) 0,7
Sem informagéo 0/25
TOTAL 19/219 (8,7)

*OR: odds ratio; **IC: intervalo de confianca de 95%;

Apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significativa, foi observado
maior indice de positividade dentre as criangas com sintomas de GEA, 11,4% (11/96),

quando comparados as criangas assintomaticas para GEA, 6,5% (8/123). Dentre as
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criangcas com sintomas de GEA positivas para NoV no swab nasal, 46% (5/11)
apresentaram febre, diarreia e vomito, 36% (4/11) apresentaram febre e diarreia, 9%
(1/11) apresentaram vomito e diarreia e 9% (1/11) apresentaram febre, diarreia, vémito
e dor abdominal.

Foi observado um maior nimero de casos positivos em criangas de até 24
meses de idade, 89% (17/19), entre pacientes que foram caracterizados como status
secretor positivo, 94,7% (18/19), e dentre os pacientes com o registro de terem recebido
pelo menos uma dose da vacina contra RVA, 63,1% (12/19), embora todos estes dados
néo tenha sido estatisticamente significativos, como referido anteriormente.

Considerando os genogrupos virais, diferententemente do que foi observada
nas fezes, houve deteccdo homogénea entre os genogrupos Gl e Gll de NoV, 52%
(10/19) NoV Gll e 48% (9/19) NoV Gl.

Dentre as amostras positivas para NoV, tanto no swab quanto nas fezes, 14
(13 de fezes e uma de swab) foram sequenciadas para a analise dos gendtipos de NoV.
Para realizacdo da analise filogética foram utilizadas sequencias protdtipos bem como
sequencias brasileiras (Lambden et al. 1993, Green et al. 1994, Lew et al. 1994, Ando et
al. 1997, Yoon et al. 2008, Eden et al. 2010, Nenonen et al. 2012, Eden et al. 2013, de
Oliveira et al. 2013, Vicentini et al. 2013, Lemes et al. 2014, Zhirakovskaia et al. 2015).
Apbs a construcdo da arvore filogenética foi possivel observar que uma foi
caracterizada como geno6tipo GI.2, uma como GI.5, trés como GI.3, duas como GII.3,
quatro como GIl.4 e trés como GII.6. As trés amostras caracterizadas GII.3
(060F.HMI.GO, 092R.HMI.GO e 131F.HMI.GO) apresentaram 100% de identidade
nucleotidica e foram designadas por um haplétipo (HPO1.HMI.GO), das quatro
amostras caracterizadas como GlIl.4, duas (123F.HMI.GO e 136F.HMI.GO)
apresentaram 100% de identidade nucleotidica e foram designadas por um hapl6tipo
(HP02.HMIL.GO), e dentre as trés caracterizadas GII1.6, duas (174F.HMIL.GO e
212F.HMIL.GO) também apresentaram 100% de identidade nucleotidica e foram,
portanto, designadas por um haplétipo (HP03.HMI.GO). (Figura 6).
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Figura 6 - Andlise filogenética de uma sequéncia parcial (389/378 pb) do capsideo de NoV (regido C)
detectados em amostras fezes e swab nasal de criangcas com ou sem sintomas de GEA. As amostras
protétipo estdo representadas pelo nimero de acesso no GenBank. As amostras encontradas, neste estudo,
estdo representadas por ¢. Amostras com 100% de identidade nucleotidica foram designadas haplétipos,
HP01.HMI.GO a HP03.HMI.GO. HPO1.HMI.GO - representa trés amostras G11.3, HP02.HMI.GO duas
amostras Gl1.4 e duas amostras Gl1.6.

Dentre as 14 amostras sequenciadas, o genotipo mais encontrado foi Gll.4
(28,6%, n = 4), seguido por GI1.6 e G1.3 (21,5% cada, n = 3), GII.3 (14,3%, n = 2), GI.2
e GL5 (7,1% cada, n =1). As quatro amostras Gll.4 (44,5%), trés amostras GlI.6
(33,3%), uma GI1.3 (11,1) e uma GI.3 (11,1%) eram todas provenientes de crian¢as com
sintomas de GEA, enquanto que duas GI.3 (40%), uma GI.2 (20%), uma GI.5 (20%) e
uma GIIL.3 (20%) foram obtidas de criancas assintomaticas. Genotipos Gll.4 e GII.6
foram encontrados somente em criangas com sintomas de GEA e GI.2 e GI.5 somente
em criancgas assintomaticas.

A relacdo entre a carga viral e genotipos estd demonstrada na tabela 4. Foi
observada maior carga viral em genétipos GII (média 2,50 x 10'°) quando comparado a
genodtipos GI (média 3,04 x 10°).
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Tabela 4 — Carga viral em relacdo aos geno6tipos das amostras sequenciadas

ID Sintomas de GEA Carga viral* Gendtipos
060F N&o 4,33 x 10’ Gl.3
080F Sim 1,71 x 10’ GlI.3
084F Sim 1,79 x 108 Gll.4
092R N&o 6,20 x 10° Gl.3
114F N&o 3,55 x 10’ GIl.3
115F Sim 8,59 x 10° Gll.6
123F Sim 6,95x 10° Gll.4
129F Sim 2,14 x 10° Gll.4
131F Sim 5,58 x 10° Gl.3
136F Sim 1,19 x 10® Gll.4
174F Sim 1,93 x 10" Gll.6
197F Nao 1,46 x 10° Gl.5
202F N&o 4,43 x 10° Gl.2
212F Sim 2,79 x10%° Gll.6

F — fezes, R — swab nasal, * CG/g, CG/mL.

A distribuicdo dos gendtipos encontrados no estudo em relacdo aos meses
estdo demonstradas no grafico 3, considerando todas as amostras positivas para NoV
(fezes e swab). Em relacdo as amostras caracterizadas como GI.3, que apresentaram
100% de identidade nucleotidica e por isso foram designadas por um haplétipo
(HPO1.HMI.GO), essas amostras foram detectadas em meses consecutivos (agosto,
setembro e outubro de 2014). Diferentemente do que ocorreu com as duas amostras
GI1.6 que foram também designadas por um haplétipo (HP03.HMI.GO), uma vez que a
primeira amostra foi detectada em novembro e a outra somente em fevereiro. Ja as
amostras Gll.4 que foram consideradas hapl6tipo (HP02.HMI.GO) foram detectadas no

mesmo més, outubro.
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Grafico 3 — Distribuicdo dos gen6tipos em relagdo aos meses, considerando os positivos para NoV (fezes
e swab). GI.? E GII.? sdo amostras positivas que ndo foram genotipadas.



46

6. DISCUSSAO

Os NoV sdo um dos principais agentes virais causadores de gastroenterite
aguda mundialmente, atingindo individuos de todas as idades, porém os maiores indices
de morbidade ocorrem entre criancas menores de cinco anos e idosos (Ahmed et al.
2014, O’Brien et al. 2016). Neste contexto, o presente estudo realizou a pesquisa de
NoV, utilizando de dois métodos de deteccdo, em criangas com até seis anos de idade,
com e sem sintomas de GEA atendidas em um hospital de referéncia para o atendimento
infantil em Goiania, GO durante o periodo de maio/2014 a maio/2015. Além disso,
procedeu a determinagdo do status secretor dessas criangas para a associacdo com a
resisténcia/susceptibilidade & infec¢do por NoV.

Neste trabalho foram realizadas duas metodologias de detec¢édo para NoV, o
RT-PCR convencional e 0 RT-gPCR TagMan duplex. Considerando o RT-gPCR
TagMan duplex como “padrdo ouro”, a concordancia entre as metodologias utilizadas
foi maior (65%) nas fezes em comparacdo as amostras de swab nasal (42%). A
concordéncia entre as metodologias de deteccdo de NoV nas fezes foi mais baixa em
comparagdo ao observado por Scipioni et al. (2008), cuja a concordancia do RT-PCR
convencional foi de 91%. Entretanto, nos trabalhos com amostras fecais realizados por
Park et al. (2011) e Georgiadis et al. (2010) os indices de concordancia considerando o
RT-qPCR como “padrao ouro” foram 71,2% e 46,7%, respectivamente, sendo que o de
Park et al. (2011) foi 0 mais proximo ao observado no presente estudo. Quanto a baixa
concordancia entre as metodologias para deteccdo de NoV em amostras de swab nasal
poderia ser explicada pela carga viral mais baixa encontrada nessas amostras em
comparacdo com as de fezes, deve-se ressaltar que este é o primeiro estudo a realizar
esta comparagéo entre as metodologias em amostras de swab.

Como esperado, a técnica de RT-gPCR TagMan duplex foi mais sensivel
em relagdo ao RT-PCR convencional (Vinjé 2014). Nossos dados reforcam que a
técnica de RT-PCR em tempo real deve ser a técnica de escolha para a deteccdo para
NoV, pois, ainda hoje, principalmente em paises em desenvolvimento, sdo realizados
estudos com o0 RT-PCR convencional, inclusive em casos de surtos (Raboni et al. 2014,
Phumpholsup et al. 2015, Victoria et al. 2016, Wang et al. 2016). Sabe-se que a questao
do alto custo constitui impecilio que ocasiona esta escolha, porém deve-se levado em
consideracdo que os indices de detec¢do de NoV podem estar subestimados quando se

utiliza desta técnica.
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A metodologia de RT-gPCR tem sido utilizada na deteccdo de NoV em
amostras de criangas com sintomatologia de GEA em ambiente nosocomial (Soares et
al. 2007, Abugalia et al. 2011, Trang et al. 2012, Soli et al. 2014, Alam et al. 2015, Doll
et al. 2016), entretanto, os autores ndo reportam a carga viral das amostras.
Provavelmente, em razdo dos ensaios terem sido feitos de forma qualitativa e ndo
quantitativa.

Em dois estudos com delineamento semelhante foi realizada a quantificacéo
da carga viral nas amostras de fezes, no trabalho de Huynen et al. (2013), a média da
carga viral de NoV Gl foi de 1,53 x 10° CG/mL e de GII 1.53 x 10°> CG/mL, no presente
trabalho a carga viral média ¢ mais alta do que a relatada por Huynen et al. (2013),
(média de 3,61 x 10° CG/g para NoV Gl e média de 1,03 x 10'° CG/g para Gl1), porém,
diferentemente do referido estudo onde a carga viral é expressa por CG/mL, neste
trabalho esta é expressa em CG/g de fezes, além disso, ndo ficau claro se esse resultado
se refere a mL de fezes ou da suspensao fecal, podendo portanto ter sido subestimada.

No Brasil, Barreira et al. (2010) encontraram carga viral média de 1,0 x 1023

7,15
0

para as
criancas sintomaticas e 1,0 x 1 para criangas assintomaticas, que sdo menores do
que o observado no presente estudo, porém nosso dados corroboram os de Barreira et al.
(2010) com relagéo a carga viral mais elevada (um logip @ mais) ter sido detectada em
amostras de pacientes sintomaticos, quando comparada a carga viral média de amostras
de pacientes assintomaticos.

Apenas duas criancas apresentaram positividade para NoV em ambas as
amostras, sendo que uma das criangas apresentou carga viral maior no swab do que nas
fezes (1,77 x 10® CG/mL no swab nasal e 4,33 x 10’ CG/g nas fezes), sendo que esta
crianga ndo apresentava sintomas de GEA, e nas amostras da outra crianga, a carga viral
foi maior nas fezes do que no swab nasal (2,44 x 10° CG/g nas fezes e 7,91 x 10°
CG/mL no swab nasal), sendo que esta crianca apresentava sintomas GEA. Esta
deteccdo concomitante de NoV nas duas amostras, fezes e swab nasal, € um dado novo
e isto pode demonstrar uma possivel circulagéo viral no organismo através do sistema
linfoide associado a mucosas (MALT), onde a partir da mucosa intestinal, via GALT, as
células contendo o virus poderiam circular pelo organismo, chegando ao tecido linfoide
associado as narinas e faringe (NALT) ou até mesmo pela via inversa (Lamichhane et
al. 2014). Esta possibilidade, é corroborada pela recente publicacdo da replicacdo in

vitro de NoV em uma linhagem de células B de humanos, e pelo crescente nimero de
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publicacGes sobre excrec¢do prolongada e viremia de NoV (Fumian et al. 2013, Lemes et
al. 2014, Jones et al. 2014).

O indice de positividade nas fezes para NoV foi de 16,9% (37/219). Na
literatura, os indices de deteccdo de NoV em criangas hospitalizadas com idade de até
seis anos de idade com ou sem sintomas gastroentéricos, variam de 6,8 a 36,5% em
varios paises do mundo, inclusive no Brasil (Khamrin et al. 2010, Cilli et al. 2011,
Fumian et al. 2013, Bucardo et al. 2014, Amaral et al. 2015, Nakamura et al. 2015). Em
estudo anterior conduzido em amostras de criancas com sintomas de gastroenterite
aguda, atendidas em hospitais da regido Centro-Oeste foi encontrado indice de
positividade de 7,6%. Entretanto, para a pesquisa de NoV foi utilizado somente o RT-
PCR convencional e pares de iniciadores para uma regido conservada do genoma dos
HuCV (polimerase), que ndo permite fazera distincdo entre os géneros NoV e SaV
(Andreasi et al. 2008).

Deve-se, portanto, ressaltar que os métodos de deteccdo utilizados nos
estudos sobre HUCV (EIE, RT-PCR convencional e RT-gPCR) diferem de estudo para
estudo. Este pode ser um fator determinante na variacdo dos indices de deteccdo
observados. Outro fator que deve ser considerado, quando o indice de positividade é
avaliado, é que a maior parte dos estudos é realizada apenas em amostras de criancas
com sintomas de GEA (Oldak et al. 2012, Raboni et al. 2014, Soli et al. 2014, Amaral et
al. 2015, Fletcher et al. 2015, Tan et al. 2015), sendo escassos ainda os dados referentes
a positividade de NoV em populacdo pediatrica sem sintomatologia de GEA atendidas
em hospitais.

Embora ndo tenha sido observada diferenca significantemente estatistica
entre a presenca ou ndo de sintomas gastroentéricos, neste trabalho o indice de
positividade para NoV em pacientes sintomaticos foi de 18,8% (18/92) que ¢é
semelhante aos indices reportados na literatura (O’Ryan et al. 2009, Barreira et al. 2010,
Huynen et al. 2013, Moyo et al. 2014, Currier et al. 2015). Entretanto, o indice de
deteccdo nos pacientes assintomaticos (15,4%) foi maior que o observado por alguns
pesquisadores (O’Ryan et al. 2009, Barreira et al. 2010, Moyo et al. 2014, Curriet et al.
2015), e menor do que observado por outros como Huynen et al. (2013) e por Zhang et
al. (2011), em que os indices de deteccdo nos assintomaticos foram 24,8% e 35,8%,
respectivamente. Em um destes estudos os autores ressaltam a possivel introducdo de
variante Gll.4 pandémica na regido, o que poderia explicar seus altos indices de

deteccdo, uma vez que a populacéo estaria suceptivel.
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A infeccdo por NoV tém sido frequentemente associada a infecgéo
sintomatica em criancgas (Raboni et al. 2014, Alam et al. 2015, Nakamura et al. 2015),
entretanto, a infeccdo assintomatica também sido reportada neste grupo populacional
(Bucardo et al. 2010, Cheon et al. 2010, de Oliveira et al., 2013). Neste estudo foi
encontrado um indice de positividade para NoV um pouco maior entre criangas
sintomaéticas, corroborando os dados de Huynen et al. (2011) que encontraram também
indice de positividade um pouco mais elevado em criancas que apresentaram GEA.
Além disso, a maioria das criancas positivas para NoV (61%) apresentaram os trés
sintomas em associacdo (diarreia, vomito e febre), semelhante ao encontrado na
literatura (Barreira et al. 2010, Zhang et al. 2011, Grant et al. 2012, Tsai et al. 2013,
Munir et al. 2014).

Embora ndo estatisticamente significativo, foi observado um maior nimero
de casos em amostras de criancas de até 24 meses que também tem sido reportada por
diversos trabalhos realizados na populacdo pediatrica com ou sem sintomatologia em
ambiente nosocomial (Olesen et al. 2005, Borges et al. 2006, Zhang et al. 2011,
Bucardo et al. 2014, O’Brien et al. 2016).

De forma semelhante, foi observado que a grande maioria das criangas
participantes do estudo tinham status secretor positivo, 94,6% (35/37), embora este
dado ndo tenha sido estatisticamente significativo, portanto, ndo é possivel afirmar que
houve associacdo entre o status secretor e a positividade para NoV. Apesar de ainda ser
controversa (Nordgren et al. 2010), vérios autores tém relatado a associagdo positiva
entre status secretor positivo e a infecgdo por NoV (Liu et al. 2014, Trang et al. 2014,
Currier et al. 2015, Lopman et al. 2015). No Brasil, apenas um estudo foi realizado
visando a associagao entre o status secretor de criangas a infec¢do por NoV (Vicentini et
al. 2013), onde foi observado um maior nimero de criangas infectadas com NoV com
status secretor positivo (13/14), embora este dado também ndo tenha sido
estatisticamente significativo, devido ao pequeno nimero de casos avaliados.

Além disso, os NoV GlI foram os mais detectados nos casos sintomaticos, o
que corrobora com dados na literatura que ressaltam que os NoV GIl sd&o mais
associados a infec¢do sintomatica quando comparado a infecgdes causadas por Gl
(Campos et al. 2008, Abugalia et al. 2011, Trainor et al. 2013, Moyo et al. 2014).

A cidade de Goiénia é caracterizada por um clima tropical, com a presenca
de duas estagcdes bem definidas: verdo (estacdo chuvosa) que compreende os meses de

outubro a abril, e inverno (estacdo seca), no periodo de maio a setembro (INMEP 2015).
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Considerando a circulagdo de NoV durante o periodo de um ano foi possivel observar
uma distribuicdo homogénea dos casos entre as estacGes seca e chuvosa, embora picos
de deteccdo tenham sido observados nos meses de outubro, dezembro e janeiro, meses
estes que correspondem a estacdo chuvosa. Acredita-se que, na maior parte do mundo,
0s NoV circulem durante todo o ano (Ahmed et al. 2013). Na Tanzania, um pais de
clima predominantemente tropical, em estudo conduzido por Moyo et al. (2014)
também foi observada a circulacdo de NoV em praticamente todos os meses do ano,
com pico em abril, més este da estacdo chuvosa no referido pais. Por sua vez no Vietna
(My et al. 2013), pais também de clima tropical, foi observado a correlagdo entre a
infeccdo por NoV e a estagdo chuvosa.

No Brasil, o padrdo de circulacdo dos NoVs parece ser variado. Em cidades
das regides sul e sudeste, foi observado maior numero de casos de NoV na estacdo seca,
embora NoV tenha sido detectado circulando durante varios meses do ano (Ferreira et
al. 2012, Raboni et al. 2014). Na regido norte, Siqueira et al. (2013) e Sa et al. (2015)
observaram circulacdo de NoV em praticamente todos 0s meses do ano, sendo admitido
que a sazionalidade de NoV ¢ parecido com um “efeito gangorra”. Finalmente, na
regido centro-oeste, Borges et al. (2006) e de Oliveira et al. (2013) observaram maior
positividade nos meses da estacdo chuvosa, sendo que no estudo de Borges et al. (2006)
este resultado foi estatisticamente significativo.

Apdbs a implementacdo da vacina contra Rotavirus no calendario vacinal
muitos estudos vém relatando um aumento na frequéncia dos casos de NoV (Hemming
et al. 2013, Koo et al. 2013, Doll et al. 2016). Apesar de estudos demonstrarem que uma
maior positividade de NoV em criancas que receberam a vacina contra RVA (Wikswo
et al. 2013, McAtee et al. 2016, no presente estudo os indices de deteccdo entre as
criangas com tinham o registro de terem recebido pelo menos uma dose da vacina contra
RVA e as que ndo eram vacinadas foram semelhantes, 17,5% e 17,4%, respectivamente.
Estes dados sdo consoantes ao estudo realizado por Bucardo et al. (2014) que também
observou indices semelhantes de positividade para NoV em criancgas vacinadas ou nao.

Como referido anteriormente, a pesquisa do RNA de NoV em outras
amostras clinicas, como o sangue, tém sido realizada por alguns autores (Fumian et al.
2013, Lemes et al. 2014), além da recente deteccdo de NoV em amostras de swab
nasofaringeano (Esposito et al. 2014), levantando mais uma vez a especulacdo de que a
transmissdo de NoV poderia ocorrer também pela via respiratoria (Jones & Brosseau
2015).
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Neste estudo o RNA viral foi detectado em 8,7% das amostras de swab
nasal, indice superior ao reportado por Esposito et al. (2014), 0,5% (3/562), que realizou
a pesquisa somente em swabs de criancas com sintomas respiratorios, ndo tendo sido,
entretanto, realizada a quantificacdo da carga viral nestas amostras clinicas, nem a
pesquisa em amostras de crian¢as com sintomas gastroentéricos.

Segundo Esposito et al. (2014), além da possivel transmissdo pela via
respiratoria, uma outra hipotese para a presenca de NoV, na nasofaringe, poderia ser
reflexo da presenca viral transitéria devido ao refluxo, causado pelo vomito, para o trato
respitatorio superior. Entretanto, nossos achados ndo corroboram esta teoria, pois néo
foram todas as criangas com swab positivo que tiveram também as fezes positivas para
NoV, pois apenas duas criancas foram positivas na amostra de swab e fezes
simultaneamente. Além disso, em somente um dos casos com swab e fezes positivos
essa teoria seria aplicavel, pois em um desses dois casos a criangca ndo apresentou
nenhum sintoma gastroentérico, enquanto que a outra crianga apresentou sintomas
gastroentéricos (febre, diarreia e vomito). E, ainda, dentre as criancas positivas para
NoV nas fezes, 66,7% apresentam vOmito e mesmo assim estas ndo tiveram o swab
positivo.

Neste estudo houve a deteccdo de NoV genogrupo | e I, diferentemente do
encontrado no trabalho de Esposito et al. (2014) que detectaram somente NoV GII em
amostras de swab nasal. Adicionalmente, corroborando com o referido estudo uma
maior positividade no swab nasal foi observada em criancas com até 24 meses de idade.

Por meio do sequenciamento genémico das amostras observou-se elevada
variabilidade o que é consoante ao encontrado na literatura (Ferreira et al. 2012, de
Oliveira et al. 2013, My et al. 2013, Vicentini et al. 2013, Moyo et al. 2014, Munjita
2015, Nakamura et al. 2015). Este é o primeiro estudo a reportar a ocorréncia do
gendtipo GI.5 no Brasil, este genotipo tem sido encontrado em outros paises do mundo
como: China (Zeng et al. 2012), Paquist&o (Alam et al. 2016), Africa do Sul (Mans et al.
2016), Uruguai (Victoria et al. 2016), dentre outros.

Foi observada maior frequéncia do genotipo Gll.4 que é o mais encontrado
associado a casos de gastroenterite aguda em diversos paises (Zhang et al. 2011, My et
al. 2013, Vicentini et al. 2013, Moyo et al. 2014, Raboni et al. 2014, Saito et al. 2014,
Currier et al. 2015, Munjita 2015). Em segundo lugar o genétipo GIl.6 foi 0 mais
associado a casos sintomaéticos, corroborando os dados encontrados por Currier et al.
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(2015) e diferente do encontrado por Vicentini et al. (2013), onde GII.6 foi somente
encontrado em casos assintomaticos de GEA.

No Brasil, outros estudos tém observado a predominancia de GII.4 seguido
por GI1.6 em casos sintomaticos (Ferreira et al. 2010, 2011, Aragao et al. 2013), deve-se
ressaltar que estes trabalhos foram realizados apenas com pacientes sintomaticos. Em
ensaio conduzido por S et al. (2015) em Fortaleza, Ceard, o gendtipo mais frenquente
foi Gll.4, seguido por G11.12, e em terceiro lugar GI1.6.

No Centro-Oeste, em estudo realizado por de Oliveira et al. (2013) na
cidade de Goiania com criancgas de creche também foi observada elevada variabilidade
de gendtipos de NoV, entretanto, diferentemente do encontrado no presente estudo, o
gendtipo mais frequente foi GII.6 seguido por GIl.4, os prdprios autores relatam a
oscilacdo temporal dos genotipos de NoV, esta flutuacdo poderia ser explicada pelo
aumento da imunidade de rebanho para pelo menos algumas variantes de GlI.

Em relagdo aos genotipos encontrados nas criangas assintomaticas, nenhum
GI1.4 foi encontrado, semelhante ao observado por Garcia et al. (2006), porém diferente
do observado por Monica et al. (2007), Bucardo et al. (2010) e Cheon et al. (2010), que
detectaram GII.4 em criangas assintomaticas.

Em estudos que realizaram o ensaio de RT-gPCR para detec¢do de NoV em
casos esporadicos de GEA e que sequenciaram as amostras positivas, em geral, ndo
estabeleceram a associacdo entre carga viral e genétipo. Neste estudo, foi observado que
a carga viral de gendtipos Gl (média de 3,04 x 10%) foi mais baixa quando comparado a
gendtipos GII (média 2,50 x 10'°). Fato este que talvez possa ser explicado pela
auséncia de sintomas na maioria dos casos de genotipos de GI, em comparacdo aos
gendtipos de GlI, que sdo, a maioria, sintomaticos. Além disso, em estudo com idosos
de asilos que foram acometidos por mais de um surto de NoV, Costantini et al. (2016)
observaram carga viral mais elevada em paciente com genotipos Gll, como o Gll.4,
quando comparados com pacientes infectados pelo gendétipo GI.1 de NoV.

Dentre as amostras sequenciadas neste estudo, trés amostras GI.3
apresentaram 100% de identidade nucleotidica sendo assim designadas haplétipos. Fato
interessante é que estas amostras foram identificadas em meses consecutivos, sugerindo
assim uma possivel permanecia viral no ambiente nosocomial. Lemes et al. (2014)
também observou a persisténcia de um mesmo gendtipo (GI.3) com alta identidade
nucleotidica em estudo de monitoramento de pacientes submetidos a transplante de

células hematopoéticas. Em monitoramento realizado por Morter et al. (2011) em



53

ambiente hospitalar, no qual eram relatados repetidos surtos por NoV, mesmo apés a
desinfeccdo do ambiente, sendo assim observado a alta resisténcia dos NoV a
inativacdo. Fato este que contribui para a manutencdo destes agentes virais e
disseminacdo dos mesmos, resultando em altos indices de infec¢bes nosocomiais.

Porém diferentemente do que foi observado com o genétipo GI1.3, que foi
detectado em meses consecutivos, as duas amostras GI1.6 que foram representadas por
um hapl6tipo, ndo foram detectadas em meses consecutivos, pois a primeira foi
detectada em novembro e a outra somente em fevereiro, demonstrando assim, a
circulagdo deste genotipo em Goiénia durante varios meses no decorrer do estudo, uma
vez que outra amostra de Gl1.6 foi identificada também no més de setembro de 2014.

Em relacdo as amostras positivas para GIll.4, a primeira amostra foi
detectada no més agosto de 2014, voltando este genotipo a ser detectado dois meses
depois. As outras trés amostras positivas para Gll.4 foram todas detectadas no més de
outubro de 2014, uma na primeira semana (123F) e as outras duas na segunda semana
(129F e 136F). Segundo Morter et al. (2011), surtos sdo definidos como a positividade
para NoV de pelo menos dois pacientes, para 0 mesmo genotipo viral, em uma mesma
semana. Diante disso, as amostras de Gll.4 detectadas na segunda semana de outubro
poderiam caracterizar um pequeno surto ocorrido no ambiente hospitalar ou até mesmo
na comunidade, visto que ndo se sabe se amostras das criancas foram coletadas no dia
em que foram atendidas ou se estas ficaram internadas e tiveram as amostras coletadas
posterior a sua data de admissdo no hospital. Entretanto, deve-se ressaltar que as
amostras detectadas na mesma semana de outubro tiveram 99% de identidade
nucleotidica e as amostras designadas haplétipos neste estudo sdo as amostras: 123F,
que foi detectada na primeira semana, e a 136F, detectada na segunda semana. Dessa
forma, de modo expeculativo, a crian¢a 123 poderia ter sido a fonte de disseminagédo do
virus no ambiente nosocomial.

Algumas limitagbes foram observadas no decorrer do estudo, como por
exemplo a dificuldade no acesso dos prontudrios das criangas, o que prejudicou a coleta
de dados como duragdo dos sintomas e dias de internagdo. Outra limitacdo foi o
tamanho do nimero amostral, eu pode ter comprometido parcialmente as analises
estatisticas.

Como perspectivas, pretende-se continuar a pesquisa de NoV em amostras
de swab nasal para uma melhor elucidadagdo do papel desse agente neste ambiente
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extraintestinal, dados estes que podem contribuir também com o melhor entendimento
da patogénese viral.

Os dados obtidos corroboram com o de estudo anterior em criangas de
Goiania demonstrando elevada frequéncia e variabilidade genética de NoVs, reportando
ainda, pela primeira vez, a ocorréncia de GI.5 NoV no Brasil. Tais dados s&o
importantes para o conhecimento da epidemiologia dos NoVs em ambiente nosocomial,
dados estes que poderdo se somar as informag6es importantes para o desenvolvimento,
em um futuro préximo, de uma vacina eficaz. Além disso, o trabalho traz um dado novo
quanto a detecgdo de NoV em amostras de swab nasal, uma vez que este é o primeiro
estudo a determinar a carga viral nas amostras de swab nasal, podendo este dado

contribuir para a elucidacdo de uma possivel rota alternativa de transmissao dos NoV.
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7. CONCLUSAO

+«+ Foi observado consideravel indice global de positividade (17%) para NoV nas fezes
e em amostras de swab nasal (8,7%) de criancas com até seis anos de idade com ou sem

sintomas de GEA atendidas em hospital de Goiania, GO;

¢ Foi detectada elevada variabilidade genética dos NoV circulantes (G1.2, GI.3, GI1.5,
GI1.3, Gll.4 e GI1.6) com predominancia do genogrupo GIlI (70%) em criancas com ou

sem sintomas de GEA, sendo ainda este o primeiro relato do genotipo G1.5 no Brasil;

% Foi detectada carga viral média de 1,33 x 10" CG/g nas fezes e de 1,32 x 10°
CG/mL em amostras de swab nasal, sendo que as criangas com sintomas de GEA
tiveram carga viral mais elevada (um logsp a mais) quando comparadas a criangas sem

sintomas, tanto em amostras de fezes quanto de swab nasal;

% A grande maioria das criangas positivas para NoV nas fezes (95%) foi caracterizada

como sendo status secretor positivo;
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Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Termo de consentimento livre e esclarecido
Titulo do projeto de pesquisa: Deteccdo de Bocavirus Humano (HBoV) em criancgas
com infecgéo respiratoria e/ou gastroenterite: estudo caso-controle.
Pesquisador responsavel: Teresinha Teixeira de Sousa
Orientadora: Profa. Divina das Dores de Paula Cardoso.

Vocé autoriza a crianga a participar de uma pesquisa, em que ela, seu filho (a) ou
a crianca pela qual vocé é responsavel esta sendo convidado (a) como voluntario(a) a
fazer parte deste estudo que tem como titulo: "Deteccdo de Bocavirus Humano
(HBoV) em criancas com infeccdo respiratéria e/ou gastroenterite: estudo caso-
controle™.

Meu nome é Teresinha Teixeira de Sousa, sou a pesquisadora responsavel e
minha area de atuacdo € de médica pneumologita, aluna de doutorado da UFG/IPTSP. A
participacdo da crianca € importante, mas antes de decidir se vocé quer que ela faca
parte da pesquisa em que é preciso coletar fezes e secrecdo do nariz de criangas doentes
(com infecges respiratdrias e com gastroenterite-diarréia) e também daquelas sem estas
doencas (que é o grupo controle, estudar a presenca do virus em quem ndo esta doente),
é preciso que o senhor ou a senhora, entenda 0 motivo da pesquisa: 0 convite esta sendo
feito porque os virus respiratdrios e entéricos sdo causas comuns de infeccdes
respiratorias e de gastroenterite em criancas.

Varios novos virus estdo sendo descobertos e pouco se conhece sobre seu
impacto (importancia) em pacientes com essas doencas. Esta pesquisa pretende estudar
as infeccOes respiratérias e gastroenterite por virus (bocavirus humano/HBoV) em
criancas com idades abaixo de 5 anos. Durante o periodo de um ano atendidas no
Hospital Materno Infantil de Goiénia/Goias. A pesquisa sera realizada em criangas com
sintomas clinicos (casos) de infeccdo respiratoria e/ou gastroenterite e comparar o virus
também em pacientes sem estas doencas (que € o grupo controle, onde estudamos o
virus também em quem esta sadio, pois em alguns casos a crianca pode ser portadora
dos virus, mas ndo manifestar a doenga). Ap6s o atendimento do paciente pelos
pediatras do hospital, um dos membros da equipe pedird autorizagdo para o0s pais e/ou
responsaveis pelas criancas e explicard em detalhes todos os procedimentos para a
pesquisa: havera o preenchimento de um questionario e uma coleta de cada material
(secrecéo nasal e fezes), em todas as criangas tanto as doentes como as sadias que estdo
no hospital por outros motivos. Todos estes procedimentos serdo feitos pela
pesquisadora responsavel (Teresinha, médica) em sala ao lado do ambulatério no térreo
e sala procedimentos no segundo andar / enfermarias do Hospital Materno Infantil, onde
sera garantida a privacidade da crianga, por ocasido das consultas e/ou hospitalizacao,
sem a necessidade de comparecimento ou retorno ao Hospital por motivo relacionado a
Pesquisa.

Os exames de fezes e secrecdo nasal ndo substituirdo os exames regularmente
colhidos no Hospital como parte do seguimento médico dos pacientes. A participacdo
de seu filho (a) ou a crianca pela qual vocé é responsavel é importante, mas vocé e a
crianca podem recusar participar da pesquisa a qualquer momento. Os procedimentos
apresentam riscos baixos a integridade fisica da crianca, serdo realizados pela
pesquisadora (Teresinha) e consistem em: Coleta de lavado nasal ¢ feita através de uma
pequena sonda com soro fisioldgico, introduzida nas narinas e aspirada (‘como uma
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lavagem do nariz com soro, s6 que aspirado o liquido de volta™), podendo ocorrer
desconforto local e muito raramente pequeno sangramento nasal, sem danos
posteriormente para a crianga. E a coleta de fezes € espontanea, durante a evacuacéo,
aqual sera recolhida em um frasco especifico, sem a utilizacdo de medicagdo ou
instrumentos para tal. N@o acarretando nenhum desconforto direto, podendo ser
acompanhado pelo responsavel legal da crianca. Além da coleta das amostras de
secreces nasais e de fezes, o responsavel pela crianca deverd responder um
questionario para o registro das informacgdes pessoais da crianca e a pesquisadora
podera, também, anotar dados dos prontuarios. O destino dessas amostras sera para 0
Laboratorio de Virologia Humano da UFG/IPTSP, onde por exames moleculares os
virus respiratorios e entéricos serdo detectados através de técnicas laboratoriais
sofisticadas chamadas de PCR em tempo real (material genético dos virus, DNA e
RNA).

Informo, aos pais ou responsaveis pela crianga, que as amostras (material
bioldgico de fezes e de secre¢des nasais) ficardo armazenadas (guardadas) no Instituto
de Patologia e Doengas Tropicais da UFG seguindo todas as normas do regulamento
aprovado pelo CEP/IPTSP a respeito de biorrepositério (segundo as normas da
resolucdo do CNS 441 de 2011), e, caso eu tenha seu consentimento por escrito
autorizando o0 uso para esta pesquisa e no futuro para qualquer outra pesquisa, ndo sera
necessario preencher um novo termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE);
sobre o bocavirus humano e também para os outros virus como o: rotavirus (A),
calicivirus, adenovirus, astrovirus, enterovirus, aichivirus, salivirus/klassevirus, virus
respiratorio sincicial, virus influenza A e B, virus da parainfluenza, adenovirus
respiratdrio, rinovirus, metapneumovirus humano, coronavirus e os HIN1. Esta
pesquisa estara sendo financiada com recurso do proprio laboratério e de convénios
regularmente firmados sem nenhum custo para o SUS, familiares ou planos de satde. E
importante ressaltar, entretanto que a pesquisa esta restrita aos procedimentos listados
acima.

A participacdo no estudo NAO IMPLICA na realizacdo de outro exame e NAO
INTERFERE nas decisfes sobre os remédios necessarios para o tratamento do problema
atual (o médico do hospital que atender seu filho (a) decidirdo por procedimentos
necessarios, como 0s medicamentos ou outros exames). Estes dados procedimentos e/ou
seus resultados, entretanto serdo registrados para analise futura. Todos os pacientes
serdo convidados a participar do estudo, e a qualquer momento podem também deixar
de participar, se assim o desejarem. Somente 0s pesquisadores e/ou equipe de pesquisa
terdo conhecimento de suas identidades e do questionario. Os pesquisadores pretendem
publicar os resultados obtidos pela pesquisa, mas 0 nome e dados pessoais dos pacientes
sdo TOTALMENTE CONFIDENCIAIS (ndo haverd identificagdo dos participantes) os
dados também poderdo ser utilizados em estudos futuros de outros virus citados acima.

Em caso de recusa, vocé e seu filho (a) ndo serdo penalizados (as) de forma
alguma, esta recusa em nada implicara na assisténcia que seu filho (a) receberad. Se
aceitar participar e depois retirar seu consentimento também, em nada sera prejudicado.
E importante destacar que, como ndo ha despesas decorrentes da participacdo na
pesquisa por parte do sujeito da pesquisa, neste caso, o responsavel legal e a crianga
participante ndo havera nenhum tipo de pagamento ou gratificacdo financeira pela sua
participacdo. Este estudo tem inicio no ano de 2013 e previsdo de encerramento em
2014.

Autorizo 0 armazenamento e guarda de amostras de secrecdo nasal e de fezes,
formando um banco de dados/biorrepositorio para investigacbes futuras, e que toda
nova pesquisa a ser feita com o material serd submetida & aprovagdo do CEP da
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instituicdo e, quando for o caso, da CONEP e com a dispensa de novo consentimento a
cada pesquisa (Res. CNS n.o 347/2005-1.1, 1.2, 1.3, 1.4).

Ap0s receber os esclarecimentos e as informagdes, no caso de aceitar fazer parte
do estudo, vocé deverd rubricar todas as paginas e assinar ao final deste documento e,
que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel A
qualguer momento, antes e durante a pesquisa, vocé podera solicitar esclarecimentos e
em caso de ddvidas sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com a pesquisadora
responsavel, Teresinha Teixeira de Sousa no telefone: (62) 81595675. Em caso de
duvidas sobre os seus direitos como participante nesta pesquisa, vocé podera entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Materno Infantil de Goiénia
Telefone (62) 3201-3374.
Local e Data: Goiania, ........ [....... [oiiiinnn,
Nome e Assinatura do pesquisador

Consentimento da participacdo da crianca como sujeito da pesquisa pelo
responséavel legal

Eu, , RG :
CPF , endereco :
abaixo assinado concordo que cuja
responsabilidade legal me é conferida autorizo que a crianga participe do estudo
“"Deteccad de Bocavirus Humano (HBoV) em criangas com infec¢des respiratétias
e/ou gastroenterite: estudo caso-controle”, como sujeito de pesquisa.

Fui devidamente informado e esclarecido pelo Pesquisador
sobre a pesquisa, 0os procedimentos envolvidos, assim com 0s possiveis riscos e
beneficios decorrentes da participacdo da crianca pela qual sou responsavel legal.

Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem
que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo do seu acompanhamento
assisténcia/tratamento e que todas as informacGes pessoais obtidas serdo mantidas em
sigilo. Recebi uma cdpia deste documento com todas as paginas rubricadas e assinadas
por mim e pelo pesquisador participante deste estudo. Autorizo a execucdo do trabalho
de pesquisa e a divulgacdo dos dados obtidos neste estudo sobre o bocavirus humano e,
ainda, a formacéo de um banco de dados e um biorrepositorio das amostras (fezes e de
secre¢cOes nasais) cujo regulamento foi aprovado pelo CEP/IPTSP/UFG, seguindo as
normas da resolucdo do CNS 441 de 2011. E que as amostras obtidas poderdo ser
utilizadas em pesquisas futuras sem a necessidade do preenchimento de um novo termo
de consentimento (TCLE); para o bocavirus humano e para outros virus como o:
rotavirus (A), calicivirus, adenovirus, astrovirus, enterovirus, aichi virus,
salivirus/klassevirus, virus respiratorio sincicial, virus influenza A e B, virus da
parainfluenza, adenovirus respiratério, rinovirus, metapneumovirus humano,
coronavirus e os HIN1.
Local e data:
Nome e assinatura do sujeito ou responsavel legal:
Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite
do sujeito em participar.
Testemunhas
Nome e assinatura:
Nome e assinatura:




Anexo 3. Ficha de Investigacdo Clinica

Ficha de investigacao clinica.

DATA: ....[.....l....... Registro geral (................ ) N° Amostra
(cereerreeineen, )

1. Controle: 1.1 Fezes assintomatico ( ) 1.2 Swab assintomatico ( )

2. Caso: 2.1 Sintomas GEA ( ) 2.2 Sintomas respiratorios ()

3. Amostra: 3.1 Fezes( ) 3.2Swab ()

Dados epidemiologicos

4 NOME: ... ettt s e e s ettt neereere b ne e
5 COLETA: DATA (..........d.......)  HORA (v )

6. UNIDADE COLETA:( )PS ( )ENFERMARIA ADMISSAQ: ................
7 SEXO: () MASC. ( )FEM.

8 DATA DE NASCIMENTO.: ......... . [ IDADE: .....cccoeevvienee

9 Natural: .....coooveeviiiieeeereens Procedéncia: .......ccoeeveeverineieerienenns
ENOEIEGO: ..ottt et
Bairmo:....cccoviieiieciee e Cidade:......ccccoovvvivniveiierenne UF.............
Telefone: ( )evvveveevevicieeiceee, Nome responsavel: ...
Profissao: M&e ......cccccoecvvveiveveneeie e | ST
Renda familiar (em sal&rio MinimO0): .......ccoveiiiiiiie s

Habitacdo: () propria ( ) alugada
Asfalto: sim( ) ndo( ) Agua: ( )tratada ( )cisterna ( )poco Esgoto: sim( ) n&o ()

10. RACA/COR: ( )branca, ( )morena, ( )negra, ( )indigena

11. ESCOLARIDADE: ( )publica, ( )creche, ( )particular

12.  ASSISTENCIA MEDICA: ( ) SUS, ( ) plano de saude, ( )particular
13. ALIMENTACAO: ( ) leite materno, ( ) leite materno e outro, ( ) outro
14. TIPO PARTO: ( ) normal, ( ) cesariana

Sintomatologia:
15. A. Respiratorio:

Febre: sim( ) ndo( ), Tosse ( )sim ( )ndo, Dispnéia/Chiado ( )sim ( )ndo
AUSCUIA: .o [ Temperatura: .......ccooceeveeeereneeieie s

B. GASTROENTERITE:

Diarréia: sim( ) nao( )/ Frequéncia: la2x( ), >2x( )
Aspecto: liquida( ), semi-liquida( ), pastosa( ), sangue( ), fétida( )

Febre: sim( ) nédo( )/ Vomitos: sim( ) ndo( )/ Dor abdominal: sim( ) ndo( )

Antecedentes epidemioldgicos:
16. Contato caso suspeito (Respiratorio e/ou GEA): ( )domicilio, ( )creche, ( ) escola
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17. Uso de medicagdo antes coleta: sSim( ) no( ), qual? ......cooovevriieieiiicceee,
18. Vacinacao completa: sim( ) néo( )

Vacina contra gripe: sim( ) ndo( ) Ultima dose:.........cc.ccvvrvervrenane.

Vacina rotavirus (VORH)( ), Rotarix ( ), Rotatec( )— 12dose( ), 2%dose ( )
Comprovagdo: sim( ), nédo( )

19. Diagndstico CHNICO PrONTUATIO:........c.oueiieiirieieisie e

20. Outras patologias/CITUNGIAS: .......ccvivrrereirierieieeieiee et



