
 

 

 
 
 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIÁS 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA DA RELAÇÃO 

PARASITO-HOSPEDEIRO 
 
 
 
 
 

NATHÂNIA DÁBILLA ALVES SILVA 

 
 
 
 
 
 

Avaliação da ocorrência, caracterização molecular e determinação da 

carga viral de Norovírus em amostras de fezes e swab nasal 

provenientes de crianças atendidas em um hospital de Goiânia, Goiás. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Goiânia 
2016 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

 
 
 
 
 

NATHÂNIA DÁBILLA ALVES SILVA 

 
 
 
 
 
 
 
 

Avaliação da ocorrência, caracterização molecular e determinação da 

carga viral de Norovírus em amostras de fezes e swab nasal 

provenientes de crianças atendidas em um hospital de Goiânia, Goiás. 

 
 
 
 
 
 

Dissertação de Mestrado apresentada 
ao Programa de Pós-Graduação em 
Biologia da Relação Parasito-Hospedeiro 
da Universidade Federal de Goiás para 
obtenção do Título de Mestre.  

 
Orientadora: Profª Drª Menira Borges 
de Lima Dias e Souza 

 
 
 

 
Goiânia 

2016



 

 

 



 

 

 
Programa de Pós-Graduação em Biologia da Relação Parasito-Hospedeiro 

da Universidade Federal de Goiás 
 

 
BANCA EXAMINADORA DA DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

 

Aluno (a): Nathânia Dábilla Alves Silva 

Orientador (a): Profª. Drª. Menira Borges Lima Dias e Souza 

 

 

 

Membros: 
 

1. Profª. Drª. Menira Borges de Lima Dias e Souza 

2. Profª. Drª.  Fabíola Souza Fiaccadori 

3. Profª. Drª.  Divina das Dores de Paula Cardoso 

 

 

 

Data: 13/04/2016 
 

 
 



 

 

AGRADECIMENTOS 

 À professora e minha orientadora neste trabalho, Dra. Menira Borges de 

Lima Dias e Souza. Obrigada pela oportunidade, dedicação, amizade, ensinamentos, 

correções, acompanhamento e apoio. Tenho você como uma amiga, e às vezes até mãe, 

aprendi muito com você, as palavras não são suficientes para descrever o quanto sou 

grata.  

 Às professoras Drª. Divina das Dores de Paula Cardoso, Drª. Fabíola Souza 

Fiaccadori, Drª. Keli Maria Cardoso de Souza, pela ajuda, sugestões e colaboração neste 

trabalho.  

 À minha banca de qualificação, Profª. Drª.  Fabíola Souza Fiaccadori, Prof. 

Dr. Hugo Delleon da Silva, Profª. Drª. Márcia Alves Dias Matos, por todas as 

contribuições e sugestões para o aprimoramento do trabalho. À professora Megmar dos 

Santos Carneiro, pelo auxilio com as análises estatísticas. 

 Aos meus companheiros que fazem ou fizeram parte do Laboratório de 

Virologia Humana, Thaís Santos, Thaís Santana, Ítalo, Hugo, Romário, Marina, Ivana, 

Kareem, Dayane, Thainara Calixto, Thaynara Nogueira, Thairiny, Raíssa, Mariana, 

Terezinha e em especial ao Tom, Anniely e Francielly, Tâmera, pela amizade, apoio e 

pela colaboração na execução deste trabalho. 

 Às minhas amigas Anniely, Francielly e Tâmera, com as quais aprendi 

muito, pela paciência em me ensinar, pela ajuda no desenvolvimento do meu trabalho e 

pela grande amizade que vou levar para a vida toda. 

 À minha família, em especial ao meu marido e minha mãe, que estiveram 

sempre ao meu lado, me apoiando e incentivando a continuar firme e forte com os meus 

objetivos.  

 Ao professor André Kipnis, pela grande coloboração com este trabalho e 

pelos ensinamentos. Ao Fábio Muniz, do Laboratório de Bacteriologia Molecular, pelos 

ensinamentos e ajuda no desenvolvimento do trabalho. 

 À Viviane Lopes Rocha, responsável pelo sequenciador do IPTSP/UFG, 

obrigada pelas colaborações no final do trabalho. 

 Ao Programa de Pós-Graduação em Biologia da Relação Parasito-

Hospedeiro (PPGBRPH) pela oportunidade. 

 À coordenação de aperfeiçoamento de pessoal de nível superior (CAPES) 

pela bolsa concedida. 

MUITO OBRIGADA A TODOS! 



 

 

SUMÁRIO 
 

FIGURAS, QUADROS, TABELAS E ANEXOS vii 

SÍMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS ix 

RESUMO xi 

ABSTRACT xiii 

1 INTRODUÇÃO – REVISÃO DA LITERATURA 1 

1.1 HISTÓRICO 1 

1.2 PROPRIEDADES GERAIS 2 

1.2.1 TAXONOMIA E CLASSIFICAÇÃO 2 

1.2.2 ESTRUTURA MORFOLÓGICA, GENÔMICA E PROTEICA 3 

1.2.3 PROPRIEDADES BIOLÓGICAS 5 

1.3 PATOGENIA E MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 6 

1.4 SUSCEPTIBILIDADE E RESISTÊNCIA 9 

1.5 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL 11 

1.6 EPIDEMIOLOGIA 14 

1.7 TRATAMENTO, PREVENÇÃO E CONTROLE 29 

2 JUSTIFICATIVA 22 

3 OBJETIVOS 24 

3.1 Objetivos específicos 24       

4 METODOLOGIA  25          

4.1 Local de Estudo 25 

4.2 Delineamento e População de estudo 25 

4.3 Coleta e preparo das Amostras Clínicas (fezes e swab nasal) 27 

4.4 Determinação do status secretor (antígeno H-1) 27 

4.4.1  Fenotipagem do fator secretor (detecção do antígeno H-1) 27 

4.4.2  Confirmação do fenótipo Se-: genotipagem do gene FUT2 28 

4.4.2.1 Extração do DNA genômico 28 

4.4.2.2 PCR para amplificação do gene FUT2 29 

4.4.2.3 Digestão com enzima de restrição 29 

4.5 Detecção e determinação da carga viral de NoV 30  

4.5.1   Plasmídeo para realização do ensaio de RT-qPCR TaqMan duplex       30 

4.5.2 Curva padrão para o ensaio de RT-qPCR TaqMan duplex para 

NoV- GI e NoV-GII 30 



 

 

4.5.3 Determinação da carga viral de NoV nas amostras clínicas por RT-

qPCR TaqMan duplex 32 

4.5.3.1 Extração do RNA viral da amostra fecal 32 

4.5.3.2 Extração do RNA viral da amostra respiratória 32 

4.5.3.3 RT-qPCR TaqMan duplex de NoV – GI e GII para determinação 

da carga viral 32 

4.6 Detecção de NoV por RT-PCR HuCV multiplex convencional 33 

4.6.1 Extração do RNA viral  33 

4.6.2 RT-PCR multiplex para detecção de HuCV (NoV/SaV) 33 

4.7 Sequenciamento genômico e análise filogenética das amostras 

positivas para NoV 35 

4.8 Análise estatística  36 

5 RESULTADOS 37 

6 DISCUSSÃO 46 

7 CONCLUSÃO 55 

 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 56 

 ANEXOS 79  

 



vii 

 

TABELAS, FIGURAS E ANEXOS 

 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1 Micrografia eletrônica de partículas de NoV (A) e 

representação esquemática da partícula viral (B) de NoV. 

 

3 

Figura 2 Representação da organização genômica de NoV. 4 

Figura 3 Representação esquemática das regiões alvo para detecção 

do genoma viral.  

13 

Figura 4 Fluxograma da metodologia do estudo. 26 

Figura 5 Índice de positividade para NoV em relação ao índice 

pluviométrico (mm
3
) (A) e a umidade relativa do ar (%) 

(B), considerando o período de um ano (maio/2014 a 

abril/2015). 

41 

Figura 6 Análise filogenética de uma sequência parcial (389/378 

pb) do capsídeo de NoV (região C) detectados em 

amostras fezes e swab nasal de crianças com ou sem 

sintomas de GEA. 

44 

 

LISTA DE QUADROS 

Quadro 1 Características de diferentes estudos de detecção e 

caracterização molecular de NoV em crianças, conduzidos 

em diversos países  

17 

Quadro 2 Iniciadores e sondas utilizados no ensaio RT-qPCR 

TaqMan duplex NoV – GI e NoV - GII  

 

31 

 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1 Características gerais da população de estudo (N=219)  37 

Tabela 2 Análise univariada das características gerais das crianças 

em relação à positividade para NoV em amostras de fezes 

39 

Tabela 3 Análise univariada das características gerais das crianças 

em relação à positividade para NoV em amostras de swab 

nasal 

42 

Tabela 4 Carga viral em relação aos genótipos das amostras 

sequenciadas 

45 

 

 

LISTA DE GRÁFICOS 

Gráfico 1 Número de casos positivos para NoV em relação as duas 

metodologias utilizadas (RT-qPCR TaqMan duplex e RT-

PCR convencional). 

38 



viii 

 

Gráfico 2 Porcentagem de casos positivos para NoV em relação aos 

sintomas apresentados pelos pacientes.  

40 

Gráfico 3  Distribuição dos genótipos em relação aos meses, 

considerando os positivos para NoV (fezes e swab). GI.? e 

GII.? são amostras positivas que não foram genótipadas. 

45 

 

LISTA DE ANEXOS 

 

Anexo 1 Parecer do comitê de ética em pesquisa  79 

Anexo 2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)  84 

Anexo 3 Ficha de investigação clínica  87 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ix 

 

 

SÍMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS 

 

ASCs células secretoras de anticorpo 

aa aminoácido 

AGSH antígeno do grupo sanguíneo humano 

CaCV calicivírus canino 

Ct cycle threshold 

CDC Centers for Disease Control and Prevention 

cDNA complementary DNA – DNA complementar 

CG cópias genômicas 

DNA deoxyribonucleic acid – ácido desoxirribonucléico 

DO densidade óptica 

EDTA ácido etilenodiaminotetracético 

EIE ensaio imunoenzimático 

FAM corante reporter 6-carboxifluoresceína 

FCV Feline calicivirus – calicivírus felino 

FDA USA Food and Drug Administration 

FUT fucosiltranferase 

GEA gastroenterite aguda 

HCl ácido clorídrico 

HV Hawai virus 

HuCV calicivírus humano 

ICTV International Committee onTaxonomy of Viruses 

IFN- γ interferon gama 

IFN-α interferon alfa 

IL interleucina 

IME imunomicroscopia eletrônica 

IPTG Isopropil β-D-1-tiogalactopiranosideo 

Kb quilobases 

KCl cloreto de potássio 

kD quilodaltons 

LB meio de cultura Luria Bertani 

ME microscopia eletrônica 



x 

 

MEM meio essencial mínimo 

MgCl2 cloreto de magnésio 

mM Milimolar 

MNV murine norovirus – norovírus murino 

ng nanograma 

nm nanômetro 

NoV norovírus 

NV Norwalk vírus 

NS non-strutural 

NTPase nucleosídeo trifosfatáse 

pb pares de bases 

PBMC células mononucleares de sangue periférico 

PBS Tampão Fosfato Salino 

PCR Reação em Cadeia pela Polimerase 

Pro protease 

R coeficiente de correlação 

RE retículo endoplasmático 

RIA radioimunoensaio 

RLA região de leitura aberta 

RT-qPCR reação em cadeia pela polimerase pós-transcrição reversa em 

tempo real 

RNA ácido ribonucléico 

S Shell 

Se+ secretor positivo 

Se- secretor negativo 

SMV Snow Moutain Virus 

SNARE soluble NSF attchament receptor 

SVI síndrome do vômito de inverno 

TAE Tampão Tris/Acetato/EDTA 

TBE Tampão Tris/Borato/EDTA 

VLP virus - like particle  

VP proteína viral 

VAP-A Vesículas de membrana associadas à proteína A



xi 

 

 

RESUMO 

Os norovírus (NoVs) são importantes agentes virais causadores de gastroenterite aguda 

(GEA), atingindo indivíduos de todas as idades em diversas partes do mundo, porém os 

maiores índices de morbimortalidade ocorrem principalmente nas crianças menores de 

cinco anos e idosos. O objetivo do presente estudo foi realizar a pesquisa de NoV, 

através da Reação em Cadeia pela Polimerase Pós-Transcrição Reversa (RT-PCR) e por 

tempo real (RT-qPCR) em amostras fecais e swab nasal de crianças 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 à determinação do 

status secretor das crianças, por Ensaio Imunoenzimático e genotipagem (gene FUT2), 

em sedimento de células epiteliais do swab nasal. Foi observado um índice de 

positividade global de 17% (37/219) para NoV nas fezes, sendo que destas crianças 

positivas, 48,6% (18/37) apresentavam sintomas de GEA. A carga viral média nas 

amostras de fezes de crianças com sintomas foi 2,59 x 10
10

 CG/g e 1,37 x 10
9
 CG/g nas 

assintomáticas. Observou-se maior positividade para NoV GII (70%) quando 

comparado ao GI (30%) e maior positividade nas crianças de até 24 meses de idade 

(67,5%), entretanto este dado não foi estatisticamente significativo. Quanto ao status 

secretor das crianças positivas para NoV nas fezes, 94,6% status secretor positivo. Os 

NoV foram detectados em praticamente todos meses do estudo, não sendo observado 

padrão de circulação definido em relação às estações seca e chuvosa. A maioria das 

crianças positivas para NoV (70%) tinham o registro de terem recebido pelo menos a 

primeira dose da vacina contra Rotavírus, sendo a carga viral mais elevada detectada 

entre crianças vacinadas. O RNA de NoV foi ainda detectado em 8,7% (19/219) das 

amostras de swab nasal das crianças e destas, 58% apresentavam sintomas de GEA. A 

carga viral média nas amostras de swab das crianças sintomáticas foi 2,10 x 10
8 

CG/mL 

e nas assintomáticas 2,41 x 10
7 

CG/mL. Foi observada elevada variabilidade de 

genótipos de NoV no estudo (GI.2, GI.3, GI.5, GII.3, GII.4 e GII.6), com maior 

predominância de GII.4 (28,6%), sendo este o primeiro relato de NoV GI.5 no Brasil. 

Os dados obtidos neste estudo revelam elevada frequência, carga viral e variabilidade 

genética de NoVs entre crianças atendidas em um hospital de Goiânia, Goiás. Os 

resultados são importantes para o melhor entendimento da epidemiologia dos NoVs em 

ambiente nosocomial, e poderão ser uteis como informação no advento do 

desenvolvimento de uma vacina eficaz. A determinação da carga viral de NoV em 
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amostras de swab nasal é um dado novo, podendo este contribuir para a elucidação de 

uma possível rota alternativa de transmissão dos NoV. 

 

Palavras-chave: Norovírus, Crianças, 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-qPCR) and real-time (RT-qPCR) 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
10

 CG/g from symptomatic 

and 1.37 x 10
9
 CG/g in asymptomatic. A higher positivity rate (70%) was observed GII 

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
8
 and in the asymptomatic children was 2.41 x 10

7
 CG/mL. A high NoV genotype 

variability was found in the study (GI.2, GI.3, GI.5, GII.3, GII.4 and GII.6), with a 

predominance of GII.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 Goiânia, Goiás. 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. 

 



xiv 

 

Keywords: Norovirus, Children, Nosocomial environment, Viral gastroenteritis, Nasal 

swab, Viral load 
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1 INTRODUÇÃO / REVISÃO DA LITERATURA  

 

1.1 HISTÓRICO 

 Em 1929, foi reportado um surto de gastroenterite aguda (GEA), cujas 

manifestações clínicas predominantes dos envolvidos eram vômito, diarreia e cólicas 

abdominais, sendo esta doença designada winter vominting disease (síndrome do 

vômito de inverno-SVI) por Zahorsky. Entretanto, o agente etiológico do surto 

permaneceu desconhecido por vários anos (Zahorsky 1929, apud Kapikian 2000).  

 Estudos realizados nas décadas de 1940 e 1950 utilizando voluntários 

humanos que receberam inóculos livres de bactéria, oriundos de indivíduos 

apresentando a SVI, permitiram a reprodução dos sintomas clínicos pelos voluntários, 

demonstrando que partículas filtráveis poderiam ser os agentes etiológicos dessa 

doença. Durante este período, tentativas de identificação dos agentes causais da SVI 

foram realizadas. Finalmente, em 1972, partículas virais estruturadas, pequenas e 

arredondadas (small round structured particles) foram observadas por microscopia 

eletrônica (ME), a partir de amostras fecais provenientes de um surto de GEA 

acometendo crianças de uma escola de ensino primário na cidade de Norwalk, Ohio, nos 

Estados Unidos (Kapikian 2000).  

 A associação destas partículas com a doença (SVI) foi confirmada por 

imunomicroscopia eletrônica (IME), através da demonstração de que anticorpos de soro 

de pacientes na fase de convalescência reagiam com as partículas presentes nas 

amostras fecais. Essas foram então denominadas de Norwalk virus (NV), em referência 

à cidade onde foram inicialmente detectadas (Kapikian 1972).  

 Após a descoberta do NV, outras variantes virais como o Hawaii virus 

(HV), descoberto a partir de um surto ocorrido em uma família em Honolulu, Havaí, 

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 voluntários humanos foram 

realizados a fim de se estudar a relação antigênica entre as variantes virais, por meio de 

ensaios de inoculação e desafio, que permitiram avaliar a existência de proteção 

homóloga e/ou cruzada em voluntários desafiados com diferentes filtrados provenientes 

de indivíduos envolvidos em surtos de GEA (Green 2013). Em 1990, através de técnicas 
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de clonagem, reação em cadeia pela polimerase pós transcrição reversa (RT-PCR) e 

sequenciamento genômico, foi possível uma melhor caracterização das variantes virais, 

levando ao sequenciamento do genoma completo do NV, bem como a um grande 

avanço no entendimento da epidemiologia molecular des outros calicivírus humanos 

(HuCV) descobertos posteriormente (Xi et al. 1990).  

 

1.2 PROPRIEDADES GERAIS 

1.2.1  TAXONOMIA E CLASSIFICAÇÃO 

 Quando descobertos, em 1972, os HuCV foram classificados na família 

Picornaviridae, devido à semelhança morfológica observada por ME entre as partículas 

de NV e os vírus já classificados na referida família. Posteriormente, a presença de uma 

única proteína estrutural foi reportada como uma característica que diferenciava os 

HuCV dos outros membros da família Picornaviridae, assim, em 1979 houve a 

designação de uma nova família, Caliciviridae, pelo Comitê Internacional de 

Taxonomia dos Vírus (Matthews 1979, Green et al. 2000). 

 A família Caliciviridae é constituída por cinco gêneros: Norovirus, 

Sapovirus, Nebovirus, Vesivirus e Lagovirus (ICTV 2014), sendo que cinco novos 

gêneros (Bavovirus, Nacovirus, Recovirus, Valovirus, e Secalivirus) foram recentemente 

propostos (Oka et al. 2015). Os Norovirus e Sapovirus são vírus conhecidamente 

patogênicos para os humanos, entretanto, algumas variantes classificadas nestes gêneros 

infectam também animais como bovinos, suínos, murinos entre outros. Os vírus 

pertencentes aos outros três gêneros da família Caliciviridae infectam exclusivamente 

animais. Os Lagovirus receberam este nome por infectar lagomorfos, os Vesivirus por 

causar lesões vesiculares e os Nebovirus pela localização geográfica onde foi 

encontrado (Newbury, Inglaterra) e por infectar bovinos (Oliver et al. 2006, Green 

2013, ICTV 2014). 

 O NV é considerado o protótipo do gênero Norovirus (NoV), no qual outros 

vírus com características semelhantes vêm sendo classificados, sendo nomeados de 

acordo com seu local e ano de descoberta (ICTV, 2014). O gênero Norovirus subdivide-

se em pelo menos seis genogrupos (GI-VI), sendo o GVII recentemente proposto (Tse 

et al. 2012). Esta subclassificação tem sido realizada com base na semelhança da 

sequência genômica do gene que codifica para a proteína VP1. 

 Os genogrupos são ainda ser subdivididos em genótipos, considerando uma 

similaridade de mais de 85% na sequência genômica completa do gene que codifica a 
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proteína VP1 (Zheng et al 2006) e, até o momento, foram identificados 

aproximadamente 38 genótipos, nove classificados em GI, 21 em GII, três em GIII, dois 

em GIV, um em GV e dois em GVI. Os vírus dos genogrupos GI, GII e GIV infectam 

humanos, embora vírus do GII genótipo 11 infectem suíno e do GIV genótipo 2 

infectam caninos. Os vírus classificados nos genogrupos GIII, GV e GVI infectam 

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

  

1.2.2 ESTRUTURA MORFOLÓGICA, GENÔMICA E PROTEICA 

 As partículas de NoV não apresentam envelope, possuem um 

nucleocapsídeo de simetria icosaédrica e aproximadamente 30 nanômetros (nm) de 

diâmetro (Figura 1). O genoma viral é composto de RNA fita simples polaridade 

positiva e o capsídeo viral é composto, predominantemente, pela proteína VP1 e 

algumas cópias da proteína VP2 (Glass et al. 2000, Green et al. 2013).  

 

 

Figura 1: Micrografia eletrônica de partículas de NoV (A) e 

representação esquemática da partícula viral (B) de NoV. Fonte: 

Glass et al. 2000; Kapikian 2000; Atmar & Estes 2001, com 

adaptações. 

 

 O genoma dos NoVs possui comprimento de cerca de 7,3 a 8,5 Kilobases 

(Kb) e é composto por três regiões de leitura aberta (RLA) (Figura 2). A primeira 

região de leitura aberta é situada na extremidade 5‘, representando cerca de dois terços 

do genoma e codifica uma poliproteína de cerca de 200 kilodaltons (kDa) (Jiang et al. 

1993). 
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 A clivagem da poliproteína codificada pela RLA 1, resulta nas proteínas não 

estruturais: NS1, NS2, NS3, NS4, NS5, NS6 e NS7, todas provavelmente envolvidas no 

processo de replicação viral. Entretanto, somente as funções de NS3, NS5, NS6 e NS7 

são bem conhecidas: NTPase (nucleosídeo trifosfatase), VPg (proteína 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 proteínas não 

estruturais não têm suas funções ainda bem definidas, como a NS2, que parece interagir 

com o regulador de proteína SNARE (soluble NSF attachment receptor) de vesículas de 

membrana associada à proteína A (VAP-A), desempenhando papel na fusão das 

vesículas mediadas por SNARE, regulando assim a disponibilidade de ancoragem e 

fusão. Portanto, visto que a replicação do RNA acontece nas membranas intracelulares, 

NS2 poderia ter papel em ancorar complexos de replicação a membranas celulares 

(Hardy 2005).  

 A RLA2 e a RLA3 codificam proteínas estruturais, VP1 e VP2, 

respectivamente (Green 2013). A morfologia icosaédrica do vírion é conferida pela 

montagem das proteínas estruturais, VP1 e VP2. A proteína VP1 predomina no 

capsídeo viral, que é constituído por 180 moléculas desta proteína que são organizadas 

em 90 dímeros, sendo a automontagem do capsídeo viral independente de RNA ou da 

proteína VP2. Esta proteína possui dois domínios: o domínio shell (S) e o domínio 

protruding (P) (Prasad et al. 1999, Vongpunsawad et al. 2013).  

 O domínio S é a estrutura que circunda o RNA e confere a morfologia 

icosaédrica ao vírion, sendo considerada a região mais conservada da proteína. O 

domínio P se projeta e forma as protuberâncias características em forma de cálice, que 

motivou a utilização do termo Caliciviridae para a denominação desses vírus. Este 

domínio P é subdividido em dois subdomínios, P1 e P2, sendo o último o mais variável 

(Prasad et al. 1999, Bertolotti-Ciarlet et al. 2003, Green 2007). O subdomínio P2 parece 

estar envolvido na interação patógeno-hospedeiro, pois algumas variantes de NoV, é 

Figura 2: Representação da organização genômica de NoV. Fonte: Green 2013, 

com adaptações. 
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capaz de se ligar os antígenos do grupo sanguíneo humano, que são reconhecidos como 

potenciais receptores e/ou co-receptores que estariam envolvidos na susceptibilidade e 

resistência a infecção por estes agentes (Matsui & Greenberg 2000, Glass et al. 2009, Li 

et al. 2012). 

 A proteína VP2 é a menor das proteínas estruturais e sua função não foi 

ainda completamente esclarecida. Sabe-se que sua presença aumenta a eficiência da 

expressão de VP1, bem como a estabilidade das partículas produzidas (Jiang et al. 1993, 

Glass et al. 2000). A proteína VPg apesar de estar presente na estrutura do vírion, ligada 

covalentemente ao genoma, está envolvida no processo de transcrição e replicação 

(Sosnovtsev & Green 2000, Green 2013). 

  

1.2.3 PROPRIEDADES BIOLÓGICAS 

 Os NoV são ácido-resistentes, o que se reflete na sua estabilidade ao 

passarem pelo estômago e permanecerem infecciosos ao chegarem às vilosidades 

intestinais (Green 2007).  

 Anteriormente, acreditava-se que as partículas virais seriam resistentes ao 

tratamento com cloro em concentrações inferiores a 300 mg/L. (Duizer et al. 2004). No 

entanto, em estudo mais recente, no qual o tratamento com cloro demonstrou maior 

eficácia em comparação a outros sanitizantes químicos como o dióxido de cloro, ácido 

peracético, peróxido de hidrogênio e o fosfato trisódico, a concentração de 189 mg/L foi 

eficiente na redução da infecciosidade do vírus (Kingsley et al. 2014). Entretanto, na 

portaria nº 2914 de 2011 do Ministério da Saúde recomenda-se que o teor residual de 

cloro na água esteja entre 0,2 mg/L e 2 mg/L, concentrações insuficientes para inativar 

partículas de NoV em caso de contaminação (Brasil 2011). 

  Os NoV permanecem infecciosos por até 28 dias a 20º C em condições 

ambientais, sendo inativados pelo calor numa temperatura de 63º C por 30 minutos ou 

de 70º C por 2 minutos, temperaturas geralmente utilizadas para a pasteurização de 

laticínios, e ainda por radiação ultravioleta (UV), com comprimento de onda (λ) entre 

280-300 nm (Duizer et al. 2004).  

 Estudos realizados com os protótipos calicivírus felino (FVC) e calicivírus 

canino (CaCV) revelaram que estes foram sensíveis ao potencial hidrogeniônico (pH) 

abaixo de 3,0 e acima de 9,0, sendo inativados completamente em pH 2,0 por 30 
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minutos, no entanto, o norovírus murino (MuNoV) apresenta resistência à inativação em 

pH entre 2,0-10,0 (Cannon et al. 2006).  

 Deve-se ressaltar que, devido à dificuldade no estabelecimento de um 

sistema rotineiro de cultura de células para a replicação 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 características biológicas e propriedades de inativação 

do vírus, utilizando principalmente calicivírus (CV) animais como FVC e MuNoV que 

são cultiváveis (Duizer et al. 2004, Straub et al. 2007).  

 Porém deve-se ter cuidado ao aplicar as informações sobre os CV animais 

aos NoV, pois estudos demonstraram que os FVC e MuNoV não são as variantes mais 

resistentes à inativação (Park et al 2006, Wang et al. 2012). Como por exemplo, apesar 

de soluções de etanol em diferentes concentrações serem capazes de reduzir a 

infecciosidade do MuNoV e FVC em alguns estudos (Macinga et al. 2008, Shimizu-

Onda et al. 2013), isto não se aplicaria aos NoV humanos que mesmo após ao 

tratamento com etanol a 70% permanecem infecciosos (Liu et al. 2010).   

 

1.3  PATOGENIA E MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 

 A patogênese dos NoVs ainda não está totalmente elucidada devido, em 

parte, à dificuldade de cultivo destes agentes in vitro (Duizer et al. 2004).  

 As ferramentas moleculares vêm 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 expressão dos replicons de NoV foi significativamente reduzida na 

presença de interferon alfa (IFN-α) de forma dose-dependente, sugerindo um papel da 

imunidade inata no controle da replicação NoV. 

  Estudos com voluntários humanos e modelos experimentais animais tais 

como os porcos gnotobióticos, bezerros, macacos e chipanzés (Kapikian 2000, Rockx 

2005, Cheetham 2006, Souza et al. 2008, Bok 2011), têm sido utilizados na tentativa de 

uma melhor compreensão da patogênese viral (Green 2013). Dados recentes relatam a 

replicação de NoV em células B, utilizando-se da bactéria Enterobacter cloacae como 

uma possível fonte de receptores (antígenos de grupo sanguíneo humano - AGSH) para 

ligação do vírus, ou mesmo um co-fator necessário para a replicação viral. A replicação 



7 

 

foi observada tanto in vivo quanto in vitro, dados esses que podem contribuir para o 

estabelecimento de um sistema de replicação eficiente para NoV em um futuro próximo 

(Jones et al. 2014).  

 Os NoVs são transmitidos pela via fecal-oral, através do contato pessoa-a-

pessoa, ingestão de água ou alimentos contaminados ou através de fômites (Green 

2013). A transmissão pela ingestão de partículas aerossolizadas, provenientes de vômito 

também é admitida (Chadwick & MacCann 1994, Marks et al. 2003; O‘Neill & Marks 

2005, Lopman et al. 2011). Recentemente foi especulada a transmissão pela via 

respiratória, em razão da detecção de RNA viral em amostras de swab respiratório de 

três crianças com sintomas respiratórios por RT-PCR em tempo-real (RT-qPCR). 

Entretanto à ocasião, a carga viral das amostras não foi reportada (Esposito et al. 2014).  

 A associação de certos genótipos de NoV a determinadas formas de 

transmissão tem sido demonstrada. Como por exemplo, Vega et al. (2014) que 

analisaram o perfil de circulação dos NoV nos Estados Unidos de 2009 a 2013, 

demonstrou que a variante GII.4 estava mais associada a transmissão pessoa-a-pessoa, 

especialmente em instituições de cuidados prolongados, como os asilos, bem como os 

ambientes hospitalares, enquanto que as variantes GI.7 e GII.12 foram mais 

frequentemente associadas a surtos por consumo de alimentos contaminados. 

 Acredita-se que a dose infecciosa para o estabelecimento de infecção por 

NoV seja baixa, cerca de 20 partículas virais (Teunis et al. 2008, CDC 2011). O período 

de incubação é curto, em média de 12 a 48 horas e os principais sintomas associados à 

infecção são diarréia, vômito, náusea, dores abdominais, febre, mialgia, cefalia e 

calafrios, sendo a doença geralmente autolimitada na maioria dos indivíduos 

imunocompetentes (Hutson et al. 2004, Koopmans 2008, Pringle et al. 2015). 

Entretanto, em indivíduos imunocomprometidos a excreção viral e os sintomas podem 

durar meses podendo estes indivíduos constituírem uma fonte de disseminação viral, 

principalmente em ambiente nosocomial (Siebenga et al. 2008, Morter et al. 2011, 

Lemes et al. 2014).  

  Estudos histopatológicos de biópsias provenientes de modelos animais 

infectados com NoVs humanos (Cheetham et. al. 2006, Souza et al. 2008) e de 

voluntários humanos (Schreiber et al. 1974) revelaram que as células-alvo da replicação 

seriam as células maduras das vilosidades intestinais da porção superior do intestino 

delgado. No entanto, sucessivas falhas em cultivar NoV em sistemas de cultura 
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baseados em células epiteliais intestinais in vitro, levantou a questão se essas células 

seriam mesmo o alvo de replicação viral (Karst et al. 2014).  

 Foi recentemente especulado que o principal alvo de replicação dos NoVs 

seriam células do sistema imune, tais como as células apresentadoras de antígenos 

(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 prováveis células alvo de NoV são células dendriticas, 

macrófagos e linfócitos B. Entretanto, deve-se se atentar ao fato de que esses dados não 

excluem a possibilidade destes vírus se replicarem em outras células in vivo, tais como 

as células maduras das vilosidades intestinais (Karst el al. 2014). Por outro lado, apesar 

de vários estudos, o receptor viral permanece ainda desconhecido, sendo os antígenos de 

grupo sanguíneo humanos (AGSH) considerados receptores/co-receptores putativos 

(Shirato 2011). 

 Biópsias do intestino de indivíduos infectados por NoV revelaram uma 

desorganização das células epiteliais do jejuno, infiltrados de células mononucleares, 

vacuolização do citoplasma e achatamento das vilosidades. As atividades enzimáticas 

da fosfatase alcalina e trealase foram reduzidas durante o período sintomático. Também 

foi observada a má absorção de d-xylose, gorduras e lactose. Tem sido proposto que a 

motilidade gástrica mais lenta do que o normal, bem como a demora no esvaziamento 

gástrico seriam os responsáveis pela náusea e vômito associados à doença por NoV 

(Meeroff et al. 1980, Glass et al. 2009, Green, 2013). 

Atmar et al. (2008) realizaram um ensaio clínico com voluntários humanos 

utilizando NV e constataram a excreção viral em picos, com uma mediana de quatro 

dias após a inoculação independente da manifestação de sintomas. Os participantes 

infectados começaram a excretar partículas virais nas fezes uma média de dezoito horas 

após a inoculação, sendo que o pico de excreção viral ocorreu dentro de quatro dias, no 

qual a sintomatologia de 69% dos voluntários tinha se resolvido. A excreção viral 

prolongada, bem como a detecção de RNA de NoV no soro sugerem que possa haver 

um sítio de persistência viral ou mesmo de replicação fora do intestino (Iwakiri 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 secreções 

respiratórias de crianças que apresentavam sintomas respiratórios, e mais tardiamente 

vômito, febre e diarreia (Esposito et al. 2014).  
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1.4 SUSCEPTIBILIDADE E RESISTÊNCIA 

 Como referido, o receptor celular para NoV não foi ainda totalmente 

elucidado, mas desde a década de 1990, ferramentas moleculares como as VLPs tem 

sido aplicadas em ensaios de ligação com as células de mucosa, demonstrando assim 

que algumas amostras virais, como os vírus pertencentes ao GI.1 têm a propriedade de 

ligar-se aos antígenos de grupo sanguíneo humano (AGSH) na superfície de células de 

mucosas. Essas moléculas funcionariam, portanto, como prováveis receptores e/ou co-

receptores para a infecção por NoV, portanto, este mecanismo seria considerado fator de 

susceptibilidade/ resistência de indivíduos à infecção por NoV (Green 2013). 

 Os AGSHs são glicanos complexos que são expressos na superfície das 

células vermelhas do sangue, mas também nas mucosas do intestino e epitélio 

respiratório, 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 resíduos específicos no domínio P2 da proteína VP1 do 

capsídeo (Cao et al. 2007).  

 A expressão de AGSH é controlada por vários genes que influenciam as 

vias biossintéticas que conduzem aos fenótipos ABO, Lewis e fator secretor. Os genes 

FUT2 e FUT3 codificam as enzimas que glicosilam de forma sequencial os diferentes 

precursores desses antígenos e a presença ou ausência desses genes poderia, portanto, 

determinar se o indivíduo será susceptível ou resistente a NoV de forma variante-

específica (Lindesmith et al. 2003, Le Pendu et al. 2006, Fernández & Gómes 2010).  

 Os indivíduos secretores positivos (Se+) são aqueles que possuem a 

capacidade de expressar os AGSH na superfície das mucosas e estes seriam mais 

suscetíveis à infecção e geralmente esta capacidade é atribuída ao gene FUT 2, sendo as 

mutações silenciadoras desse gene responsáveis pelo fenótipo não-secretor (Se-), onde 

95% das mutações encontradas seria a mutação G428A (Marionneau et al. 2002). 

Estima-se que cerca de 20% da população mundial seja não-secretora (Rydell et al. 

2011). No Brasil, somente dois estudos até o momento (Vicentini et al. 2013, Lemes et 

al. 2014) avaliaram o status secretor de indivíduos infectados ou não por NoV, não 
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sendo ainda portanto, muito bem definido o percentual de indivíduos secretores da 

população. 

 Estudos com o objetivo de avaliar os fatores associados à 

susceptibilidade/resistência têm sido realizados utilizando os vírus NV e NoV GII.4, a 

fim de tentar estabelecer a relação entre os antígenos AGSH e as infecções por estes 

vírus. Existem, portanto três categorias de padrões de ligação de NoV-AGSH: os que 

ligam nos epítopos A/B e H, aqueles que se ligam aos epítopos de Lewis e H e aqueles 

que não se ligam a nenhum AGSH conhecido. O vírus GI.1 está vinculado à ligação aos 

epítopos H tipo 1, Lewis b e os grupos sanguíneos O, A e AB, não se ligando ao grupo 

sanguíneo 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 vírus do GII possuem um espectro mais amplo de afinidade, sendo 

capazes de se ligar a mais tipos de AGSH do que os vírus GI.1, o que pode ajudar a 

explicar a sua maior prevalência em humanos (Bucardo et al. 2009, Tan et al. 2009, Bull 

et al. 2011). Por exemplo, os vírus GII.4 identificados mais recentenmente ligam-se a 

ambos epítopos antigênicos A e B, e em adição à Lewis (Lindesmith et al. 2008). Esta 

capacidade de se ligar com múltiplos AGSH pode aumentar a população suscetível à 

infecção (Lindesmith et al. 2008, Bok et al. 2009). A hipótese seria de que os AGSH 

podem exercer importante pressão seletiva na evolução de NoV e seleção de variantes 

predominantes (Tan et al. 2009). 

 Vale ressaltar que a variabilidade viral existente para NoV reflete também 

no sítio de ligação da proteína VP1 com os AGSH, pois cada variante tem um padrão de 

ligação aos antígenos, ou seja, não somente a disponibilidade dos antígenos 

caracterizam algum fator de susceptibilidade, mas também se há a possibilidade de 

interação necessária para que a ligação seja possível (Ramani et al. 2014). 

 Portanto, a susceptibilidade a NoV parece ser multifatorial, uma vez que ter 

status secretor positivo parece não ser a única condição para que o indivíduo seja 

infectado. Acredita-se ainda que diferentes NoV também possam utilizar diferentes 

receptores/co-receptores para entrar na célula-alvo, uma vez que indivíduos não-

secretores não estão completamente imunes a infecção por NoV (Murakami et al. 2013). 

Além disso, a rápida evolução de NoV tem gerado novas variantes epidêmicas, que 

podem expressar diferentes padrões antigênicos, resultando em amostras possivelmente 

mais virulentas (Huang et al. 2003, Debbink et al. 2012, Frenck et al. 2012). 
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 Em relação aos mecanismos de resistência, Lindesmith et al. (2003) 

sugerem que hajam dois: a resistência genética pela inativação do gene FUT2 e outra 

caracterizada pela imunidade adquirida através da rápida produção de IgA específica ao 

NV em alguns indivíduos secretores positivos. No entanto, devido a grande 

variabilidade dos diferentes genótipos do NoV, se fazem necessários estudos adicionais 

com o propósito de estabelecer melhor as interações complexas das diferentes variantes 

virais com esses antígenos (Estes et al. 2006).  

 

1.5 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL 

As técnicas de ME ou IME foram inicialmente utilizadas para a identificação 

de NoV em amostras de surtos de GEA, entretanto, existem algumas dificuldades na sua 

utilização, como a baixa sensibilidade, a necessidade em se concentrar o material por 

ultracentrifugação e a utilização de pessoal e equipamentos especializados na sua 

execução (Pang & Lee 2015).  

A natureza fastidiosa dos NoV não permite o cultivo in vitro rotineiro, com 

exceção do MuNoV, por isso a principal fonte de partículas virais para o 

desenvolvimento de métodos diagnósticos tem sido amostras de fezes de indivíduos 

infectados com NoVs na fase aguda e os soros hiperimunes dos mesmos na fase 

convalescente da infecção. Isso possibilitou o desenvolvimento de algumas ferramentas 

de diagnóstico além da ME como Radioimunoensaio (RIA), EIE e Western Blot, que 

podem ser utilizados para detectar a presença de antígenos virais nas fezes de indivíduos 

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 diagnósticos. Com o desenvolvimento das 

VLPs foi possível ainda produção de anticorpos poli- e monoclonais que podem ser 

utilizados em ensaios imunoenzimáticos para a detecção do antígeno viral (proteína 

VP1 do capsídeo) nas fezes. As VLPs podem também ser utilizadas para detecção de 

anticorpos produzidos em resposta a infecção por esses vírus (Atmar & Estes 2001).  

 Os imunoensaios para a detecção de NoV têm sido desenvolvidos 

empregando-se anti-soros hiperimunes preparados contra VLPs recombinantes (rVLPs). 

Embora sejam bastante sensíveis, os anticorpos utilizados nestes ensaios são altamente 

específicos para a VLP utilizada na imunização do animal nos quais foram produzidos, 

portanto, como os NoV são geneticamente e antigenicamente variáveis não é possível a 

detecção 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 vírus, podendo ser empregados em ensaios imunoenzimáticos 

(EIE) para pesquisa de antígenos virais em espécimes clínicos e para triagem em surtos 

epidêmicos (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 voluntários que receberam os 

vírus NV, Hawaii, Snow Moutain, embora a resposta máxima foi observada em 

voluntários desafiados com NV (Green et al. 1993, Monroe et al. 1993, Treanor et al. 

1993, Graham et al. 1994). Assim, é impossível identificar a variante antigênica de NoV 

por sorologia devido a reação cruzada dos anticorpos por EIE (Noel et al. 1997a). Além 

disso, a diversidade antigênica dos NoV constitui um desafio para o desenvolvimento de 

um EIE específico e sensível ao mesmo tempo (Belliot et al. 2003, Duizer et al. 2007). 

 Uma alternativa para a rápida detecção de NoV são os ensaios 

imunocromatrográficos 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 são considerados os métodos de 

escolha para a pesquisa e caracterização dos NoVs. Dentre estes, considera-se a reação 

em cadeia pela polimerase pós-transcrição reversa (RT-PCR), Multiplex RT-PCR e RT-

qPCR (RT-PCR quantitativo ou PCR em tempo real). Com estes métodos, os NoV 

podem ser detectados em espécimes clínicos (fezes ou vômito), alimentos e água 

contaminados e fômites (Vinjé et al. 2001, Atmar & Estes 2001, Pang & Lee 2015).  

 Há várias considerações para um bom desempenho da técnica de RT-PCR. 

Em primeiro lugar, o procedimento de extração de RNA viral deve permitir a 

purificação de um RNA viral íntegro e livre de inibidores de reação. Controles internos 

de RNA devem ser usados nos ensaios de amostras clínicas ou ambiental a fim de evitar 

resultados falsos positivos. Em segundo lugar, a escolha dos pares de iniciadores é 

fundamental, pois existe uma considerável diversidade genômica entre as variantes em 

circulação (Vinjé 2014). Diferentes pares de iniciadores têm sido descritos, com base 

em regiões parciais do genoma de NoV altamente conservadas, como a região 

codificante para a RNA polimerase viral, quando objetiva-se apenas detectar o genoma 

viral, ou de regiões variáveis, como as junções entre capsídeo e polimerase ou P2 

hipervariável, quando o objetivo é de se avaliar a variabilidade genética. RT-PCR 

seguido do sequenciamento genômico tem sido o método de escolha para a detecção e 



13 

 

caracterização de NoV em surtos (Vinjé et al. 2003, Kageyama et al. 2003, Atmar et al. 

2011). 

 Para a caracterização molecular de NoV tem sido utilizada diferentes 

regiões alvo do genoma viral: A, B, C, D e E (Figura 3). Entretanto, a avaliação da 

diversidade genética não é possível através das porções mais conservadas das regiões A 

e B, por isso, iniciadores têm sido desenvolvidos a partir das regiões C e D, que tem 

como alvo a proteína VP1, que confere variabilidade aos NoV, sendo que o 

sequenciamento da região D é mais utilizada na diferenciação dos isolados, pois NoV de 

um mesmo genótipo podem exibir variações distintas (Kojima et al. 2002, Vennema et 

al. 2002, Vinjé et al. 2004, CDC 2011, Vega et al. 2011). 

  

 

 A utilização do RT-qPCR tem vantagens como permitir rápida detecção, 

determinação do número de cópia genômicas virais, além de minimizar os riscos de 

contaminação entre amostras (Schultz et al. 2011, Hellberg et al. 2014), bem como os 

erros devido a manipulação de produtos de PCR. Ensaios de um único passo de RT-

qPCR, em que tanto a transcrição reversa e amplificação de cDNA são realizadas numa 

única reação, diminuem ainda mais o risco de contaminação cruzada (Vinjé 2014). Tem 

sido reportado que pacientes com maior carga viral inicial excretam partículas por mais 

tempo, entretanto os estudos são poucos e ainda controversos. Tem sido também 

sugerido que vírus do GII sejam excretados em quantidades mais elevadas, quando 

comparados aos do GI (Chan et al. 2006, Rolfe et al. 2007, Miura et al. 2013).  

 Além das metodologias acima citadas, nos últimos anos várias plataformas 

de diagnóstico múltiplo de GEAs diferentes têm sido desenvolvidas para a detecção 

simultânea de vírus entéricos, bactérias e parasitos. O xTAG GPP (Luminex 

Figura 3: Representação esquemática das regiões alvo para detecção do 

genoma viral.  Fonte: Salts et al. 2012, com modificações. 
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Corporation, EUA) e FilmArray® Painel GI (BIOFIRE Diagnostics Inc., EUA), foram 

recentemente aprovados pela FDA, que liberou para uso a versão do xTAG GPP que 

detecta e identifica simultaneamente NoV GI e GII, rotavírus grupo A, sete bactérias e 

dois parasitas (Navidad et al. 2013), enquanto o Painel de GI FilmArray detecta 23 

patógenos entéricos, incluindo NoV GI e GII, rotavírus grupo A, adenovírus espécie F, 

SaV, astrovírus, 14 bactérias e quatro parasitos. Ambas as plataformas são capazes de 

distinguir entre NoV GI e GII. O xTAG GPP pode completar o teste de 24 amostras no 

prazo de cinco horas, mas isso não inclui preparação e extração das amostras. Em 

contraste, o sistema FilmArray permite a liberação de resultados dentro de uma hora. 

Entretanto, uma desvantagem do sistema FilmArray é que apenas poucas amostras 

podem ser processadas de uma só vez, além do elevado custo do ensaio (Khare et al. 

2014, Vinjé 2014). 

  

1.6 EPIDEMIOLOGIA 

Os NoV são uma das causas mais reportadas de surtos de GEA tanto em 

população adulta como pediátrica em vários países do mundo (Glass et al. 2009). Uma 

revisão sistemática de todos os estudos que utilizaram a técnica de RT-PCR para a 

detecção 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 

responsáveis, anualmente, por 60% dos casos de gastroenterite aguda (com causa 

conhecida), ou 21 milhões de casos, nos Estados Unidos. 

 A população em geral é amplamente vulnerável à GEA por NoV, mas os 

maiores índices 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 esporádica, utilizando como método diagnóstico o RT-PCR multiplex, tendo 

como alvo diferentes regiões do genoma viral. (Pang et al. 2014).  

 Em um estudo com crianças finlandesas que desenvolveram GEA 

esporádica e que estavam sendo monitoradas como parte de um ensaio clínico de uma 

vacina contra os rotavírus, NoV foram detectados em 20% das amostras fecais das 

crianças que receberam placebo e em 22% dos receptores da vacina, tornando-o o 

segundo vírus mais frequentemente detectados em pacientes com GEA (Pang et al. 

1999). Dados da Tailândia (Malasao et al. 2008), Malawi (Dove et al. 2005), Chile 
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(O‘Ryan et al. 2009), e da Índia (Monica et al. 2007) confirmam NoV como uma 

comum (frequentemente a primeira ou segunda) causa de GEA esporádica entre 

crianças. Um estudo de vigilância epidemiológica de cinco anos realizado em 

Melbourne, Austrália, com crianças de cinco anos de idade, demonstrou que os índices 

de positividade para HuCV durante o período de estudo foi de 9,2% (113/1.233), com 

95% das variantes pertencentes ao gênero Norovirus (Kirkwood et al. 2005).  

 Um estudo de vigilância de populações pediátricas conduzido em três 

hospitais com atendimento pediátrico, geograficamente distantes, nos EUA revelou uma 

taxa de positividade para HuCV de 8,5% em crianças com GEA, sendo a grande maioria 

(84%) por NoV (Zintz et al. 2005). 

Algumas variantes de NoV, tem predominado em surtos epidêmicos desde 

2002. Os NoV GII, e especificamente GII.4, tem sido o genótipo mais 

predominantemente detectado em surtos por NoV no mundo, pelo menos durante a 

última década (Lindell et al. 2005, Zheng et al. 2010, Matthews et al. 2012, Bernard et 

al. 2014). Novas variantes de GII.4 têm substituído as variantes anteriores a cada 2-3 

anos, e tem sido associado com um aumento de casos de NoV sendo a maioria variantes 

de GII.4 (Lopman et al. 2004, Hasing et al. 2013, Fonager et al. 2013). Por exemplo, a 

variante de GII.4 95 / 96_US foi associada ao aumento da frequência de NoV em cinco 

continentes (Noel et al. 1999).  

Entretanto, outras variantes de GII.4 circulam amplamente, mas em baixas 

frequências, como Japan_2001 e Henry_2001 (Siebenga et al. 2007). Isolados do GII.4 

são uma causa comum de surtos de GEA em serviços de saúde, incluindo hospitais e 

instituições 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 GII.4 podem estar associadas a 

sintomas mais graves, como o aumento de náuseas, vômitos, cólicas abdominais e febre 

quando comparado aos sintomas causados por variantes não-GII.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 países, ademais, estudos em outros locais, têm 

demonstrado a emergência e predominância de circulação de outras variantes virais 

como a GII.6, GI.10, dentre outras (Chhabra et al. 2009, de Oliveira et al. 2013, Moyo 

et al. 2014, Wu et al. 2014). 
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 Esposito et al. (2014) avaliaram 562 amostras de swab nasofaringeano de 

crianças admitidas em um hospital apresentando quadro clínico semelhante a gripe. Para 

determinar a positividade para NoV foi utilizada a metodologia de RT-qPCR, após a 

prévia triagem dessas amostras por painel de vírus respiratório para que somente 

amostras negativas para estes fossem testadas. Ao todo, três amostras foram positivas 

(0,5%), sendo todas elas pertencentes ao genótipo GII.4. Além disso, os autores 

afirmam que os dados mostram que os NoVs podem ser encontrados no trato 

respiratório secreções de crianças com sintomas respiratórios e que esses sintomas 

respiratórios poderiam preceder as manifestações gastrointestinais (Esposito et al. 

2014).  

 No quadro 1, estão relacionadas características de alguns estudos 

conduzidos em população pediátrica, sendo evidenciada uma grande variabilidade nos 

índices de detecção dos NoVs. A variabilidade das metodologias de diagnóstico e 

detecção viral, bem como diferenças no delineamento dos estudos podem ser fatores 

que contribuem com essa divergência, embora a localização geográfica possa ser outro 

fator contribuinte. 
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Autor, Ano, País Nº amostral 

Material 

clínico Faixa etária Metodologia de detecção 

Iniciadores utilizados nas 

reações de RT-PCR 

(região alvo do genoma 

viral) 

Índice 

global de 

detecção Genótipo encontrado 

Hansman et al. 

2004, Tailândia 105 Fezes ≤5 anos RT-PCR 

COG1F/ G1SKR 

G2F3/ G2SKR 

SV5317/ SV5749 

(RNA polimerase /capsídeo) 12% 

NoV – GI.3, GI.8, 

GI.9, GII.1, GII.3, 

GII.? 

 

Borges et al. 

2006, Brasil 1006 

Fezes e 

swab retal <5anos RT-PCR 

Ni/E3, JV12/13, 289/290 

(RNA polimerase) 8,6% NR 

Soares et al. 

2007, Brasil 289 Fezes ≤ 10 anos RT-qPCR ND 14,5% GI, GII 

Andreasi et al. 

2008, Brasil 406 Fezes <3 anos RT-PCR 

Ni/E3, JV12/13, 289/290 

(RNA polimerase RNA 

dependente) 7,6% NR 

Puustinen et al. 

2011, Finlândia 4727 Fezes Até 3 anos RT-PCR 

NVp69 Np36 

JV21, JV24 

(RNA polimerase/capsídeo) 25% 

GII.4, GI.6, GI.4, 

GII.9,GI.2, GIIU, 

GIId, 

Goméz-Santiago 

et al. 2012, 

México 414 Fezes Até 5 anos RT-PCR ND 32% 

NoV – GII.4 e GII.2 

 

ND – Não disponível; NR – Não realizado.

Quadro 1. Características de diferentes estudos de detecção e caracterização molecular de NoV em crianças, conduzidos em diversos países. 
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Autor, Ano, País Nº amostral 

Material 

clínico Faixa etária Metodologia de detecção Iniciadores utilizados 

Índice 

global de 

infecção 

Caracterização 

molecular 

Aragão et al. 

2013, Brazil 159 Fezes Até 10 anos EIA/ RT-PCR 

p289/p290, Mon 431/434 

(RNA polimerase/capsídeo) 22,2% 

NoV - GII.4, GII.6, 

GII.7, GII.17, GI.2 

 

de Oliveira et al. 

2013, Brasil 56 Fezes < 6 anos RT-PCR 

GISKF, GISKR, GIISKF e 

GIISKR 23,2% 

NoV – GI.1, GII.4, 

GI.7, GII.6, GII.1, 

GII.2 

Ren et al. 2013, 

China 500 Fezes <5 anos RT-PCR ND 29,14% 

NoV - GII.4, GII.6, 

GII.2, GII.3 e GII.7 

SaV – GI.1, GI.2 e 

GII.1 

Vicentini et al. 

2013, Brazil 397 Fezes Até 11 anos RT-PCR 

MON 431/433 

MON 432/434, 

SRI-1/SRI-2, 

MON381/MON383 

G1SKF/G1SKR 

G2SKF/G2SKR 

(RNA polimerase/ capsídeo) 4% GII, GI 

Bicer et al. 2014, 

Turquia 520 Fezes <16 anos 

Ensaio 

imunocromatográfico 

Comercial - 9,8% - 

Bucardo et al. 

2014, Nicaragua 330 Fezes < 5 anos RT-qPCR 

NVG1f1b, NVG1rlux, 

NVG2flux1 COG2R 

CUSVF1, CUSVF2 

CUSVR (RNA polimerase/ 

capsídeo) 41% 

NoV - GII.4, 

GII.não4, GI.3, GI.2 

 

Moyo et al. 2014, 

Tanzania 1266 Fezes <2 anos RT-qPCR 

 

COG1F/ COG1R 

COG2Fex/ COG2R 

(capsídeo) 

 14,3% 

GII.4, GII.16, GII.21, 

GII.g, GII.13, GII.e, 

GI.5, GI.7 

ND – Não disponível; NR – Não realizado.

Quadro 1. Características de diferentes estudos de detecção e caracterização molecular de NoV em crianças, conduzidos em diversos países – 

Continuação. 
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 Além de casos esporádicos de gastroenterite aguda, surtos por NoV têm sido 

reportados em diferentes partes do mundo (Patel et al. 2009, CDC 2011). Na Catalunia, 

Espanha, Dominguéz e et al. (2008), no período de outubro de 2004 a outubro de 2005, 

analisaram um total de 534 amostras de fezes provenientes de 62 prováveis surtos de 

gastroenterite viral, onde 52% (278/534) das amostras foram positivas para NoV, sendo 

este identificado como único agente causador em 51 surtos durante o período do estudo. 

Na França, Belliot et al. (2010) analisaram 316 surtos, que ocorreram no período de 

setembro de 2007 a março de 2009. Nesses surtos, 1.422 amostras de fezes foram 

coletadas e testadas, e dos 316 surtos, 254 foram atribuídos ao NoV. Em Singapura, Ho 

et al. (2014) investigaram surtos ocorridos simultaneamente em dois acampamentos 

militares, utilizando amostras de fezes, e o índice de positividade encontrado para NoV 

foi de 34,1% (70/205), sendo a maioria pertencente ao GI.  

 Em Goiânia, GO, de Oliveira et al. (2013) monitoraram a ocorrência de 

HuCV em uma creche durante dois anos, bem como realizaram a caracterização 

molecular das amostras positivas. Nesse estudo, foi encontrado um índice de 

positividade de 8% (43/539) para NoV, com índice de positividade significativo em 

amostras de crianças assintomáticas. Ademais, grande varialibidade de genótipos: GII.6, 

GII.2, GII.1, GI.7, GII.4, e GI.1. 

 Diante do exposto, acredita-se que determinadas características biológicas 

de NoVs, bem como determinados aspectos da patogenia viral, como a baixa dose 

infecciosa, elevada estabilidade em condições ambientais e resistência a inativação, o 

número de partículas excretados nas fezes, que pode ser elevado, bem como a excreção 

prolongada, em alguns casos, sejam fatores que contribuam para a rápida disseminação 

dos NoV, principalmente em ambientes semi-fechados e com aglomeração de pessoas, 

tais como hospitais, escolas, restaurantes, creches e navios de cruzeiro, resultando na 

ocorrência de surtos, mas também de casos esporádicos na comunidade (Caul 1994, 

Marks et al. 2003, Koopmans & Duizer, 2004, CDC 2011). 

 

 1.7  TRATAMENTO, PREVENÇÃO E CONTROLE 

  A infecção por NoV induz a uma gastroenterite que é em geral 

autolimitada. Embora não muito frequentes, complicações como desidratação grave por 

NoV podem ocorrer, neste caso o tratamento recomendado é o de suporte com reposição 

oral de líquido e eletrólitos. Administração parenteral de fluídos pode ser necessária no 

caso de vômitos e/ou diarreia severa (CDC 2011). Embora a infecção por NoV seja 
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considerada de curta duração, achados demonstraram que a duração pode ser 

prolongada em pacientes imunocomprometidos (Chang & George 2007, Lemes et al. 

2014), podendo nestes pacientes a infecção contribuir para um pior prognóstico 

(Schwartz et al. 2011).  

 Embora antivirais específicos para o tratamento da infecção por NoV ainda 

não estejam disponíveis, protocolos de tratamentos para outros agentes patogênicos, 

foram avaliadas em um pequeno número de indivíduos com noroviroses, com diferentes 

taxas de sucesso, como o uso do composto nitazoxanida em pacientes sem nenhuma 

outra doença existente, que contribuiu com a redução do tempo de duração dos sintomas 

(Rossignol & El-Gohary 2006).  

 Esforços para desenvolver antivirais que tenham como alvo os estágios 

específicos do ciclo de replicação dos NoV estão em curso, mas a sua segurança e 

eficácia clínica não 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 solução para o problema, no 

entanto, fatores como a alta variabilidade dos vírus bem como a ausência de um modelo 

de cultivo para a replicação em grande escala e evidências de imunidade protetora de 

média a curta duração dificultam a produção de uma vacina imunogênica e eficaz. 

Estudos vêm sendo realizados para o desenvolvimento de vacinas, entretanto, ainda não 

existe nenhuma vacina licenciada para uso (Green 2013, Debbink et al. 2014).  

 Portanto, medidas de prevenção e controle da infeção por NoV são 

atualmente a única forma de se tentar evitar a disseminação do vírus, não há métodos 

específicos de prevenção para NoV, somente medidas de contenção utilizadas nos casos 

de surtos a doenças infecciosas, como políticas de quarentena e manuseio dos pacientes 

doentes, lavagem das mãos e descontaminação eficaz do ambiente. Além disso, é 

preciso se atentar ao consumo de água tratada e alimentos devidamente processados, a 

fim de se evitar a contaminação por NoV através de água e alimentos (Albers 2004, 

CDC 2011, MacCannel et al. 2011).  

 A política de manejo dos pacientes doentes se resume no cuidado para que 

estes não se tornem fontes de disseminação para os demais saudáveis e também aqueles 

que se encontram debilitados por outras doenças. O treinamento da equipe de 

atendimento à saúde, bem como os visitantes é de extrema importância para que eles 

não se tornem carreadores dos vírus para os outros pacientes e também não se infectem. 

Para isso, medidas simples coma a higienização das mãos por 20 segundos com a água e 



21 

 

sabão reduz o número de partículas por remoção mecânica (MacCannel et al. 2011, 

Barclay et al. 2014). O uso de desinfetantes a base de álcoois desmostram eficácia 

controversa na redução 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 são estratégias recomendadas para o controle da 

infecção em hospitais (CDC 2011, New Zealand Ministry of Healthy 2009, HPA - UK 

2012, NDSC - Ireland 2004). Estas estratégias podem prevenir uma transmissão 

secundária, pois visam limitar a circulação viral no ambiente e, além disso, diminuir a 

duração do surto (Cheng et al. 2006, Wadl et al. 2010, Vinnard et al. 2012). 

 Outra medida que deve ser adotada é a descontaminação ambiental, o que 

não é tão simples de se conseguir devido à alta estabilidade de NoV no ambiente, uma 

grande parte das evidências sobre a desinfecção do ambiente é derivada de estudos 

utilizando FCV ou outros vírus surrogates, mas correlação direta com o sucesso na 

desinfecção de todos os NoV ainda é desconhecido (Barclay et al. 2014). Em geral, 

soluções de hipoclorito de pelo menos 1.000 ppm são os preferidos para a 

descontaminação de superfícies e objetos e deve ser utilizado por um tempo de contato 

adequado. Compostos de amônio quaternário, também estão sob investigação, mas têm 

sido pouco eficazes em comparação com soluções a base de hipoclorito de sódio 

(Bolton et al. 2013).  

 Tanto o tipo de agente inativante bem como o método de aplicação pode ter 

um impacto sobre o sucesso na desinfecção. Em ambientes nosocomiais, os estudos se 

concentraram na limpeza de superfícies de alto toque, tais como os banheiros do doente, 

mesas, cadeiras, computadores e cômodas, além de pisos e carpetes (Barclay et al. 

2014). Passos adicionais, como descartar todos os itens não utilizados de atendimento 

ao paciente após a alta de um paciente infectado por NoV, têm sido descritos, entretanto 

a correlação direta dessas medidas com a redução da duração dos surtos nosocomiais, 

não 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 milhões de mortes 

relacionadas à gastroenterite aguda no mundo (Ahmed et al. 2014), constituindo uma 

das principais causas de morbi-mortalidade em crianças (WHO 2014). Uma revisão 

sistemática recente realizada por pesquisadores do CDC estimou que NoVs sejam 

responsáveis por 18% de todos os casos de gastroenterite aguda no mundo (Ahmed et 

al. 2014). Estudos recentes têm sugerido que os índices de positividade para NoVs 

tenham aumentado significativamente, principalmente após a implementação, em vários 

países, das vacinas contra rotavírus (Zeng et al. 2010, Payne et al. 2013, Mast et al. 

2015).  

 A patogenia e suscetibilidade/resistência aos NoVs ainda não estão bem 

definidos sendo relevante a pesquisa de fatores que possam contribuir para um melhor 

entendimento desses aspectos, como exemplo a associação entre a susceptibilidade à 

infecção por NoV com AGSH (status secretor) (Shirato et al. 2011). Estudo realizado 

no Laboratório de Virologia Humana do IPTSP, demonstrou a presença prolongada de 

RNA viral no sangue e excreção crônica viral nas fezes de indivíduos transplantados 

(Lemes et al. 2014), corroborando outros estudos que têm sugerido a existência de um 

possível sítio de persistência viral no organismo (Medici et al. 2010, Esposito et al. 

2014). Foi ainda reportada a detecção de RNA de NoV em amostras do trato 

respiratório de crianças com sintomas respiratórios (Esposito et al. 2014), sendo 

portanto relevante a pesquisa de NoV em diferentes amostras clínicas, além de fezes de 

indivíduos infectados.   

  Os NoVs são associados a surtos de GEA em ambientes semi-fechados 

como os hospitais. Um genótipo em particular, GII.4, é o mais encontrado em ambiente 

nosocomial (Iturriza-Gómarra & Lopman 2014). A excreção viral prolongada em 

pacientes imunocomprometidos tem sido documentada e associada à disseminação dos 

NoVs nesse ambiente, bem como a um possível pior prognóstico para os pacientes 

(Doshi et al. 2013, Ye et al. 2015).  

 Deste modo, torna-se importante a determinação da carga viral de 

indivíduos infectados, de diferentes populações, a fim de auxiliar no esclarecimento da 

correlação entre carga viral e patogenia, fornecendo assim informações que contribuam 

para um melhor entendimento do papel desses agentes na etiologia das GEA. Além 

disso, demonstrar que a rápida identificação de surtos nessas instituições é necessária, 
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como medida de prevenção e controle para evitar a disseminação viral a pacientes 

muitas vezes já imunocomprometidos. Portanto, são de grande relevância estudos que 

avaliem a variabilidade genética de NoV, os fatores associados à 

susceptibilidade/resistência aos vírus, bem como a relação entre carga viral e sintomas 

clínicos. 
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3.  OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

   Avaliar a ocorrência, a carga viral e perfil molecular de NoV, bem como o 

status secretor de crianças, com até seis anos de idade, com e sem sintomas de GEA 

atendidas em um hospital de referência em atendimento infantil de Goiânia, Goiás. 

3.1.   OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Determinar o índice de positividade de NoV em amostras clínicas (fezes e swabs 

nasais); 

 Caracterizar molecularmente os NoVs detectados nas amostras clínicas; 

 Determinar a carga viral em amostras clínicas (fezes e swab) e correlacionar 

com os sintomas apresentados pelas crianças; 

 Identificar o status secretor das crianças participantes do estudo e associar com 

susceptibilidade/resistência a infecção por NoV. 
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4.  METODOLOGIA 

4.1. Local de estudo 

 O Hospital Materno Infantil (HMI) é um dos hospitais públicos de referência 

para o atendimento pediátrico em Goiás. Além do atendimento ambulatorial e de 

emergência oferece atendimento nas especialidades de pediatria, ginecologia e gestação 

de alto risco, sendo toda sua atenção voltada para mulheres e crianças.  

 

4.2 Delineamento e População 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 conveniência entre maio de 2014 a 

maio de 2015, de crianças com ou sem sintomas de gastroenterite aguda, atendidas no 

HMI, com até seis anos de idade. Este projeto foi aprovado pelo comitê de ética em 

pesquisa do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Goiás (CAAE 

37305314.7.0000.5078) (Anexo 1) e faz parte do monitoramento contínuo das 

gastroenterites virais na região Centro-Oeste, em diferentes populações, que vem sendo 

realizado desde a década de 1980 pelo Laboratório de Virologia/IPTSP/UFG.  

 Para a seleção das crianças, primeiro procedeu-se uma abordagem direta dos 

possíveis casos elegíveis. Os prontuários/fichas de avaliação clínica das crianças 

selecionadas foram avaliados pelo membro da equipe de pesquisa e para a definição de 

um quadro sintomático foram considerados os seguintes critérios: apresentação de sinais 

gastroentéricos (vômito e/ou diarréia com ou sem dores abdominais, com ou sem febre), 

sendo que estas crianças constituíram o primeiro grupo. O segundo grupo foi 

constituído de crianças que não se enquadraram nestes critérios, sendo que estas foram 

atendendidas no hospital por algum outro motivo que não os sintomas gastroentéricos, 

como por exemplo, sintomatologia de outras doenças infecciosas, procedimentos 

cirúrgicos, doenças congênitas, entre outros.  

 Após identificação dos casos elegíveis, 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 responsáveis, e 

realizada entrevista para preenchimento do questionário contendo dados clínicos e 

epidemiológicos (Anexo 2). Um fluxograma da metodologia do estudo está 

representado na figura 4.
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Figura 4: Fluxograma da metodologia do estudo. 
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4.3 Coleta e preparo das Amostras Clínicas (fezes e swab nasal) 

 

  Os swabs (FLOQSwabs, Copan, Brescia, Itália) nasais foram coletados 

conforme descrito por Lambert et al. (2008) e armazenados em tubo estéril contendo 2 

mL de meio de transporte MEM (Meio Mínimo Essencial – Grand Island, USA). Após 

identificação o swab já no meio MEM foi homogeneizado em vórtex, em seguida, 

retirado do tubo, o qual foi centrifugado a 1300 x g, 10º C por dez minutos (Centrifuge 

Universal 320R – Hettich). O sobrenadante foi separado do sedimento celular e 

armazenado em criotubo à – 80ºC até a realização dos ensaios moleculares. O 

sedimento celular também foi armazenado em microtubos de 0,5 mL a –80º C para 

realização dos ensaios de fenotipagem e genotipagem para determinação do status 

secretor das crianças participantes do estudo. 

  As amostras de fezes foram coletadas em frascos coletores estéreis e 

armazenadas a 4°C até serem transportadas para o Laboratório de 

Virologia/IPTSP/UFG, onde foram imediatamente processadas a fim de se obter uma 

suspensão fecal a 20% em tampão fosfato salina (PBS - cloreto de sódio, cloreto de 

potássio, fosfato de sódio dibásico, fosfato monobásico de potássio, pH 7,4) e estocadas 

a -80°C, até a realização 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 contaminação cruzada. 

 

4.4 Determinação do status secretor (antígeno H) 

 

4.4.1 Fenotipagem do fator secretor (detecção do antígeno H-1) 

  A determinação do fenótipo secretor foi realizada através de ensaio 

imunoenzimático (EIE), utilizando a lectina-UEA (Ulex europaeus agglutinin – St 

Louis, MO, USA), que se liga de forma específica aos antígenos H-1, expressos nas 

mucosas e saliva, somente de indivíduos secretores, seguindo protocolo descrito por 

Nordgren et al. (2013) e modificado por Lemes et al. (2014).  

  De modo breve, os micropoços de uma placa de poliestireno (Santa Cruz 

Biotechnology – Santa Cruz, CA, USA) foram sensibilizados com 100 µL de células 

provenientes da secreção respiratória dos pacientes coletados através do swab nasal, 

uma amostra controle positivo e uma amostra controle negativo, previamente diluídas a 
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1:10 em tampão carbonato/bicarbonato (pH 9,6). A placa foi então incubada por duas 

horas a 37°C, seguida de incubação overnight a 4°C. Na manhã, seguinte a placa foi 

lavada uma vez com PBS (pH 7,4) e bloqueada por uma hora com solução a 3% de 

albumina bovina em PBS (pH 7,4). Em seguida, foi adicionado 100 µL do conjugado 

(lectina-UEA-peroxidase), diluído a 1:1.500 em solução a 0,3% de albumina bovina em 

PBS. A placa foi então incubada por uma hora e meia a 37°C, seguida da adição da 

solução substrato (tetrametilbenzidina e peróxido de hidrogênio). A reação foi 

interrompida, após 30 minutos de incubação, pela adição de 100 µL da solução de 

parada (ácido sulfúrico a 1N), seguida de leitura visual e em espectrofotômetro em 

comprimento de onda de 450/620-700 nm, sendo a intensidade da coloração diretamente 

proporcional à concentração de antígeno presente nas amostras.  

  Para definição do cut-off do EIE foi calculada a média de valores de 

absorbância de 5 controles negativos (0,076), sendo acrescido a este valor duas vezes o 

valor do desvio padrão (0,034), considerando uma margem de erro, superior e inferior, 

de 10%. Foram, portanto, consideradas amostras positivas (Se+) as que apresentaram 

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

  

4.4.2 Confirmação do fenótipo Se˗: genotipagem do gene FUT2   

 

4.4.2.1 Extração do DNA genômico 

 O DNA genômico foi extraído a partir de células presentes na amostra de 

secreção respiratória dos indivíduos caracterizados Se˗ pelo EIE, utilizando-se o 

reagente Brazol (LGC Biotecnologia, Cotia, São Paulo, Brasil). Foi adicionado a cada 

tubo plástico do tipo eppendorf  um volume de 200 µL de células suspensas em MEM e 

600 µL do reagente Brazol. Os tubos foram homogeneizados por inversão, em seguida 

por 2 min em vórtex e adicionou-se 250 uL de clorofórmio (Merck - Darmstardt, 

Germany) gelado. Os tubos foram homogeneizados em vórtex por 1 min, seguido de 

centrifugação a 10.000 x g por 20 min a 4ºC (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 inversão 

manual por 2 min. Um novo passo de centrifugação foi realizado (10.000 x g por 15 

min a 4ºC), sobrenadante foi desprezado e o  pellet lavado com 500 uL de etanol  70% 

gelado. Os tubos foram homogeneizados e submetidos a centrifugação a 10.000 x g por 



29 

 

10 min a 4ºC. Os sobrenadantes foram descartados e os tubos colocados para secar a 

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

  

4.4.2.2 PCR para amplificação do gene FUT2 

 A realização do PCR-FUT2 foi realizada conforme descrito por Svensson et 

al. (2000) e Lindesmith et al. (2003), com modificações. Para amplificação parcial do 

gene FUT2 foi utilizado o par de iniciadores sense 

GAGGAATACCGCCACATCCCGGGGAGTAC e antisense 

ATGGACCCCTACAAAGGTGCCCGGCCGGCT, com fragmento esperado de 195 

pb. A reação foi realizada nas seguintes condições: 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), tampão 10x da Taq DNA polimerase, 1 unidade 

de Taq DNA polimerase (Invitrogen – Foster City, CA, USA) e água estéril para 

completar volume final de 20 uL de reação. Para cada tubo contendo o mix foi 

acrescentado 5µL de DNA extraído (cerca de 500 µg) de cada paciente. As condições 

para a ciclagem programadas em termociclador Swift ™ Maxi (Esco) foram às 

seguintes:  

Desnaturação inicial:  94ºC – 2 min 

 

Desnaturação:   94ºC – 30 seg 

Anelamento:   68ºC – 15 seg            5 ciclos 

Extensão:   72ºC – 30 seg 

 

Desnaturação:   94ºC – 30 seg 

Anelamento:   64ºC – 15 seg            20 ciclos 

Extensão:   72ºC – 45 seg 

 

4.4.2.3 Digestão com enzima de restrição 

 Para o ensaio de restrição foi preparada uma mistura contendo 1U da 

enzima de restrição Ava II (New England BioLabs - Ipswich, MA, USA) e 1,5 µL de 

tampão da enzima 10X, e água estéril para um volume total de 5 µL. Neste mix foram 

adicionados 10 µL de produto de PCR-FUT2 que foi submetido às seguintes condições 
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de incubação: 37º C por 90 minutos seguidos de 65º C por 20 minutos para inativação 

da enzima. 

 Dez microlitros do produto da digestão acrescidos de 2,0 µL do corante azul 

de bromofenol foram submetidos à eletroforese em gel de agarose (Invitrogen -Foster 

City, USA) a 2,0% com brometo de etídio (0,1%) por aproximadamente 120 min a 100 

volts em tampão TBE 0,5X (Tris/Borato/EDTA) e visualizados no Transiluminador 

Bio-rad modelo Universal Hood II. Após a reação de restrição, o genótipo secretor 

negativo foi caracterizado por dois fragmentos (um de 59 pb e o outro de 189 pb) para 

indivíduos de genótipo selvagem e somente um fragmento de 195pb para os indivíduos 

que possuem a mutação G428A. 

 

4.5  Detecção e determinação da carga viral de NoV 

  

4.5.1 Plasmídeo para realização do ensaio de RT-qPCR TaqMan duplex 

 Para obtenção da curva padrão a ser utilizada no ensaio de RT-qPCR 

TaqMan duplex foi realizada a clonagem, em plasmídeo, de insertos de NoV GI e NoV 

GII 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 alíquota de célula 

competente E. coli da linhagem XL1Blue que foi gentilmente cedida pelo professor 

André Kipnis do Laborotório de Bacteriologia Molecular do Instituto de Patologia 

Tropical e Saúde Pública.  

 Após a clonagem, estas bactérias foram propagadas em meio Luria-Bertani 

(LB) sólido contendo ampicilina na concentração final de 100 μg/mL. As colônias 

isoladas foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) líquido, ao qual foi adicionado 

ampicilina na concentração final de 100 μg/mL. Um volume de 2 mL de bactérias em 

meio LB foi utilizado para a extração do DNA plasmidial pelo protocolo de lise alcalina 

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

 

4.5.2 Curva padrão para o ensaio de RT-qPCR TaqMan duplex para NoV- GI e 

NoV-GII 

  A curva padrão da RT-qPCR TaqMan duplex foi construída a partir dos 

plasmídeos extraídos, linearizados e purificados. O DNA plasmidial purificado foi 
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quantificado por fluorometria utilizando o aparelho Qubit® 2.0 (Thermo Fisher 

Scientific). Após quantificação, foi realizado o cálculo para a equivalência de 

concentração em gramas para número estimado de moléculas de DNA. O tamanho total 

do inserto com o plasmídeo é de 3404 pb (NoV-GI), 3393 pb (NoV-GII). Para o cálculo 

do número de moléculas de DNA foi utilizado a seguinte fórmula:  

[((Xg / μL DNA) / (tamanho do plasmídeo com inserto x 660))] x 6.022 x 10
23

 = Y moléculas/μl 

  Após o cálculo, diluições seriadas na base 10 foram realizadas (10
9
 a 10

-1
) e 

testadas no aparelho Rotor-Gene® Q 5plex HRM System (Qiagen®), juntamente com 

amostras controles. A RT-qPCR TaqMan duplex NoV-GI/NoV-GII foi realizada de 

acordo com Schultz et al. (2011), com adaptações. Os iniciadores utilizados estão 

descritos no quadro 2. Foram utilizadas as diluições expressas em cópias genômicas 

por mililitro (CG/mL). A validação da curva foi obtida pelo coeficiente de correlação (R 

> 0.99) e o cálculo da eficiência. Em seguida, foram feitas alíquotas de cada diluição em 

microtubos de 200 μL e congeladas a – 80 °C. 

Quadro 2 – Iniciadores e sondas utilizados no ensaio RT-qPCR TaqMan duplex NoV – 

GI e NoV - GII  

 Nome Sequência (5’ – 3’) Sentido Localização
a 

 

NoV  

GI 

JJVMF CCATGTTCCGTTGGATGC Sense 5283 - 5300 

G1SKR CCAACCCARCCATTRTACA Antisense 5358 – 5377 

RING1(c) FAMb-AGATYGCGITCICCTGTCCA – BHQd Antisense 5321 - 5340 

 

NoV  

GII 

QNIF2 ATGTTCAGRTGGATGAGRTTCTCWGA Sense 5012 - 5037 

G2SKR CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT Antisense 5367 – 5389 

QNIFS VICc-AGCACGTGGGAGGGCGATCGMG – BHQd Sense 5042 - 5061 

Sequências de iniciadores descritas por Hill (2010). 
a 

– Localização genômica referente aos isolados 

Norwalk virus, NoV - GI (ID: M87661), Lordsdale virus (NoV - GII) (ID: X86557). 
b 

– sonda marcada 

com o fluoróforo FAM . 
c 
– Sonda marcada com o fluoróforo VIC . 

d
 – BHQ – Black Hole Quencher.  
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4.5.3 Determinação da carga viral de NoV nas amostras clínicas por RT-qPCR 

TaqMan duplex 

4.5.3.1 - Extração do RNA viral da amostra fecal 

  A extração de RNA viral foi realizada a partir das suspensões fecais, 

utilizando-se o kit comercial QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen - Hilden, Alemanha), 

seguindo instruções do fabricante. De modo breve, as amostras foram inicialmente 

incubadas a temperatura ambiente por dez minutos com o tampão de lise (560 µL do 

AVL) fornecidos pelo kit. Em seguida, foi adicionado 560µL de etanol absoluto às 

amostras, que foram aplicadas em colunas, e o lisado foi descartado por centrifugação. 

A etapa seguinte consistiu de sucessivas lavagens utilizando 500µL de cada tampão 

(AW1 e AW2) fornecido pelo kit. Em seguida foi adicionado, 60µL do tampão de 

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

 

4.5.3.2 Extração do RNA viral da amostra respiratória 

 O RNA viral foi extraído a partir de 200µL da amostra de swab processada 

utilizando o Kit QIAamp® cador® Pathogen Mini Kit (Qiagen - Hilden, Alemanha), 

seguindo as instruções do fabricante. De modo resumido, as amostras foram tratadas 

com 20 µL de proteinase K com posterior homogeneização em vórtex. Adiciona-se 100 

µL de tampão de lise (VXL com RNA carreador - 1 µg para cada 100 µL de VXL) e 

nova homogeneização. Em seguida o lisado foi transferido para mini-colunas fornecidas 

pelo kit. Posteriormente duas etapas de lavagem com tampões específicos (600 µL dos 

tampões AW1 e AW2) foram realizadas.  Por fim, foi adicionado 150 µL do tampão de 

eluição (AVE) fornecido pelo kit foi utilizado e as amostras foram armazenadas a -80°C 

até o momento do uso.  

 

4.5.3.3  RT-qPCR TaqMan duplex de NoV-GI e Nov-GII para determinação da 

carga viral 

  As amostras de fezes e swab nasal foram testadas separadamente por RT-

qPCR Taqman duplex. Para verificação da presença de inibidores foi utilizado o Kit 

TaqMan® Exogenous Internal Positive Control. O ensaio de RT-qPCR TaqMan duplex 

foi realizado conforme descrito por Schultz et al. (2011), com adaptações. A reação 

consistiu de mix contendo 1X de Tampão Path-ID
tm

 multiplex One-Step RT-qPCR 2X 

(Applied Biosystems – Carlsbad, CA, USA), 1X de Multiplex Enzyme Mix 10X e 0,9 
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μM de cada iniciador (Quadro 2) e 0,225 μM de cada sonda TaqMan (Quadro 2). O 

aparelho utilizado foi o Rotor-Gene® Q 5plex HRM System (Qiagen®), seguindo o 

seguinte protocolo de ciclagem: 

Transcrição Reversa (RT): 50ºC – 10 min 

Inativação da RT:  95ºC – 10 min  

 

Desnaturação:   95ºC – 15 seg 

Anelamento:   50ºC – 1 min      5 ciclos 

Extensão:    60ºC – 1 min         

 

Desnaturação:   95ºC – 15 seg 

Anelamento:    55ºC – 1 min        40 ciclos 

Extensão:   65ºC – 32 seg 

 

 Foram consideradas amostras positivas aquelas que apresentaram Cycle 

Threshold (Ct) < 40 ciclos. 

 

4.6 Detecção de NoV por RT- PCR HuCV multiplex convencional 

 

4.6.1 Extração do RNA viral   

 A extração de RNA viral foi realizada a partir das suspensões fecais, 

utilizando-se o método de Boom et al. (1990), com modificações (Cardoso et al., 2002). 

Para extração do RNA viral das amostras fecais, foram utilizados 300μL da suspensão 

fecal acrescidos de 800μL de tampão L6 (Isotiocianato de guanidina, Tris/HCl, EDTA e 

Triton) e 20μL de Proteinase K. Após incubação a 56ºC por 10 minutos, foram 

adicionados 200μL de etanol absoluto e 15μL de sílica, seguido de homogeneização por 

15 minutos (em agitador Kline). O sedimento foi lavado, posteriormente, com tampão 

L2 (Isotiocianato de Guanidina, Tris-HCl), etanol a 70% e acetona P.A, seguindo-se 

uma nova incubação a 56ºC por 15 minutos, e adição de 30μL de água DEPC, seguido 

de nova incubação, centrifugação por três minutos. Após este processo, 20μL do 

sobrenadante foi recolhido e submetido imediatamente à transcrição reversa para 

obtenção do cDNA viral. 

 

4.6.2  RT-PCR multiplex para detecção de HuCV (NoV/SaV) 
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 Para a pesquisa de ácido nucléico de NoV, a partir das amostras 

respiratórias e amostras fecais dos pacientes, foi utilizada a metodologia de multiplex 

RT-PCR para a síntese do cDNA seguida de amplificação. A transcrição reversa foi 

realizada com iniciador randômico pd(N)6 (Random Hexamer, Amersham Biosciences), 

seguindo-se a desnaturação (80ºC/12min) e adição da mistura de reação para um 

volume final de 50μl (0,4mM de cada dNTP / 1X tampão de reação / 4mM MgCl2 / 

20U/μL inibidor de ribonuclease / 200U/μL Transcriptase Reversa – MMLV). A reação 

foi processada a 42ºC por 60 minutos no termociclador (Eppendorf Mastercycler 

Personal).   

 Para a amplificação, iniciadores específicos para segmentos da região de 

junção RLA 1 e 2 que codifica parte da RNA polimerase viral e a proteína VP1 do 

capsídeo de NoV dos genogrupos I e II (Quadro 2) e os iniciadores sense SaV124F 

GAYCASGCTCTCGCYACCTAC, SaV1F TGGGCCCTCGCCACCTAC e o iniciador 

antisense SaV1245R CCCTCCATYTCAAACACTA (Oka et al. 2006) foram utilizados 

simultaneamente na reação, por meio de uma PCR multiplex. A reação foi constituída 

de 7 μL do cDNA acrescido de 18μL da mistura de reação para um volume final de 25 

μL (1X tampão de reação / 1,5mM MgCl2 / 0,4mM de cada dNTP / 1,5U/μL Taq DNA 

polimerase / 0,5μM de cada iniciador). A reação foi realizada em termociclador Swift 

™ Maxi (Esco), nas seguintes condições: 

Desnaturação inicial:  95ºC – 5 min 

 

Desnaturação:   94ºC – 15 seg 

Anelamento:   58ºC – 1 min            40 ciclos 

Extensão:   72ºC – 1 min 

 

Extensão final:  72ºC – 10 min 

 

 Os produtos amplificados (389pb para GI e 378pb para GII) foram 

visualizados em gel de agarose a 1,5% com brometo de etídio (0,1%) e comparados a 

um padrão de peso molecular (100pb, Jena Bioscience) em transiluminador de luz UV 

(Biorad). Para confirmação dos resultados foi realizado o RT-PCR monoplex com cada 

par de iniciador (NoV GI e NoV GII) em separado, seguindo as mesmas condições 

descritas para o RT-PCR multiplex. 
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4.7 Sequenciamento genômico e análise filogenética das amostras positivas para 

NoV 

 A reação de sequenciamento do fragmento parcial do genoma dos NoV 

(junção entre RLA1 e 2 e região C do capsídeo) foi realizada utilizando-se BigDye 

Terminator versão 3.01 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA), com os mesmos pares de iniciadores utilizados na reação de RT-qPCR (Quadro 

2). Para cada reação de sequenciamento, empregou-se 3 ou 5 µL do DNA purificado, 

dependendo da concentração, e uma mistura contendo 3 ou 1 µL de água MilliQ, 2 µL 

de tampão 5X, 1 µL de primer (2 pmol) e 1µL de Big Dye (o qual possui 

didesoxinucleotídeos 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 não incorporados. Após 

centrifugação, o etanol foi retirado e a placa colocada em termociclador para completa 

secagem (2 minutos a 95°C).  

 Adicionou-se 10 μL de formamida Hi Di (Applied Biosystems) às amostras, 

e a placa foi colocada em termociclador durante 5 minutos a 95°C para desnaturação da 

fita de DNA. Imediatamente após, as amostras foram colocadas em gelo por dois 

minutos, e a placa levada para o sequenciador automático ABI 3130 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) para a leitura dos eletroferogramas. 

  Para análise da qualidade das sequências obtidas montou-se uma sequência 

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 Agropecuária). Posteriormente, foi feito 

o alinhamento das sequências consenso de cada amostra com a utilização do programa 

Clustal X (Thompson et al. 1997) juntamente com sequências protótipos de cada 

genótipo de NoV GI e GII obtidas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para 

edição do alinhamento utilizou-se o programa BioEdit.  

  A árvore filogenética foi construída utilizando-se o programa MEGA 

(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) versão 7.0 (Kumar et al. 2015). As análises 

foram realizadas pelo método Neighbor-Joining, modelo de substituição de nucleotídeos 
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Kimura 2 parâmetros e sendo consideradas 1000 replicatas e valores boostraps acima de 

80%.  

 Adicionalmente, as sequências consensos obtidas também foram submetidas à 

análise pelo website Norovirus Genotyping Toll versão 1.0 

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

genotipagem (Kroneman et al. 2011). 

4.8 Análise estatística 

  A partir dos resultados moleculares e dados obtidos das fichas 

epidemiológicas dos pacientes foi realizada a análise estatística. Para esta análise, foi 

utilizado o programa IBM SPSS, versão 20.0, para análise univariada, como o teste de 

χ2, 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 incluídas no estudo 219 crianças, 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 crianças variou 

de 0 a 70 meses, com média de 15 meses. Considerando os sintomas de GEA, 56% 

(123/219) das crianças foram incluídas no grupo sem sintomas de GEA e 44% (96/219) 

no grupo com sintomas de GEA (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Características gerais da população de estudo (N=219). 

Características N % 
   

Sexo   

  Feminino 91 41,5 

  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 

  Não 123 56 

 

 Duas metodologias foram utilizadas na triagem das amostras de fezes e 

swabs nasais das 219 crianças participantes do estudo: RT-PCR convencional e o RT-

qPCR TaqMan duplex. Dentre as 37 amostras de fezes positivas para NoV por RT-

qPCR TaqMan duplex, 65% (24/37) foram positivos por RT-PCR convencional. E 

dentre as 19 amostras de swab nasal positivas para NoV por RT-qPCR TaqMan duplex, 

42% (8/19) foram positivas por RT-PCR convencional (Gráfico 1). A carga viral nas 

amostras de fezes variou de 3,59 x 10
6 

a 2,38 x 10
11 

CG/g (média 2,59 x 10
10

) nos 

paciente sintomáticos para GEA e de 2,79 x 10
4 

a 1,46 x 10
9 

CG/g (média 1,37 x 10
9
) 

nos assintomáticos para GEA. Nas amostras de swab nasal, a carga viral nas crianças 

sintomáticas para GEA variou de 2,33 x 10
6 

a 1,25 x 10
9 

CG/mL, com média de 2,10 x 

10
8 

CG/mL, e nas assintomáticas para GEA de 4,22 x 10
3 

a 1,77 x 10
8 

CG/mL, com 

média de 2,41 x 10
7 
CG/mL. 
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 Gráfico 1- Número de casos positivos para NoV em relação as duas metodologias utilizadas (RT-qPCR 

TaqMan duplex e RT-PCR convencional). 

 

 Em apenas dois casos houve a identificação concomitante de NoV nas fezes 

e no swab nasal. A carga viral foi de 4,33 x 10
7 

CG/g nas fezes e 1,77 x 10
8 

CG/mL no 

swab nasal de uma criança e da outra a carga viral foi de 2,44 x 10
9 

CG/g nas fezes e 

7,91 x 10
6 

CG/mL no swab nasal.  

 O índice de positividade para NoV nas fezes, considerando o método de RT-

qPCR TaqMan duplex como padrão ouro de detecção, foi de 16,9% (37/219) (Tabela 

2). Não foi observada nenhuma significância estatística entre a positividade para NoV 

nas fezes e as características sexo, idade, presença de sintomas, sintomas, status secretor 

e vacina contra rotavírus do grupo A (RVA). 
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Tabela 2 – Análise univariada das características gerais das crianças em relação à 

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  

  25 – 48 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 

     

Presença de sintomas     

  Não 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 vômito 1/2 50 4,0 (0,21 – 73,6) 0,35 

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

  Diarreia, febre, vômito e 

dor abdominal 

0/19    

     

Status secretor     

   Se+ 35/202 17,3 1,0  

   Se - 2/17 11,8 1,6 (0,34 – 7,2) 0,6 

     

Vacina RVA     

   Não  11/63 17,5 1,0  

   Sim 26/131 17,4 1,7 (0,54 – 2,55) 0,7 

   Sem informação 0/25    

     

TOTAL 37/219 (16,9)   
*OR: odds ratio; **IC: intervalo de confiança de 95%; RVA- rotavírus do grupo A. 

 

 Embora não estatístiticamente significativo, foi observado maior índice de 

positividade dentre as crianças sintomáticas para GEA (18,8%) quando comparado com 

o grupo de crianças assintomáticas para GEA (15,4%). Dentre os pacientes 

sintomáticos, foi observado maior número de casos (61%) de pacientes que 

apresentaram três sintomas em associação (diarreia, febre e vômito) (Gráfico 2).  
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 Gráfico 2 - Porcentagem de casos positivos para NoV em relação aos sintomas apresentados pelos 

pacientes. 

 

 Quanto a faixa etária, foi observado maior número de casos (25/37) de 

pacientes positivos para o NoV nas fezes que tinham idade até 24 meses, embora este 

dado não tenha sido estatisticamente significativo, como referido anteriormente. De 

forma semelhante, também foi observado maior número de paciente positivos para NoV 

com status secretor positivo (35/37), apesar de não ser estatisticamente significativo.   

 Dentre os genogrupos virais, observou-se maior positividade para NoV GII, 

70% (26/37), quando comparado ao GI, 30% (11/37), sendo este dado estatisticamente 

significativo (p < 0,05). A carga viral nas amostras positivas para NoV GI variou de 

2,79 x 10
4 

a 2,38 x 10
11 

CG/g, com média de 3,61 x 10
10 

CG/g. Enquanto nos positivos 

para NoV GII variou de 7,53 x 10
4 

a 2,79 x 10
10 

CG/g, com média de 1,03 x 10
10

 CG/g. 

 Considerando a circulação de NoV, durante o período de um ano 

(maio/2014 a abril/2015), em relação aos índices pluviométricos (mm
3
) foi observado 

uma distribuição semelhante dos casos positivos para NoV durante as estações seca 

(maio a setembro) e chuvosa (outubro a abril) (Gráfico 1). 
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Figura 5- Índice de positividade para NoV em relação ao índice pluviométrico (mm
3
) (A) e a 

umidade relativa do ar (%) (B), considerando o período de um ano (maio/2014 a abril/2015). 

 

 Dentre os casos positivos, 70% (26/37) das crianças receberam pelo menos 

a primeira dose da vacina contra Rotavírus, enquanto 30% (11/37) das crianças não 

eram vacinadas. Quando se comparou a carga das crianças vacinadas e não vacinadas 

contra Rotavirus foi observada carga viral significativamente mais elevada nas crianças 

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 TaqMan duplex como padrão ouro de detecção 

(Tabela 3). A carga viral nas amostras de swab das crianças sintomáticas variou de 2,33 

x 10
6 

a 1,25 x 10
9 

CG/mL, com média de 2,10 x 10
8 

CG/mL, e nas assintomáticas de 

4,22 x 10
3 

a 1,77 x 10
8 

CG/mL, com média de 2,41 x 10
7 

CG/mL. Também não foi 

observada nenhuma significância estatística quanto a positividade de NoV no swab 

nasal e as características sexo, idade, presença de sintomas, sintomas, status secretor e 

vacina contra RVA. 

 

Tabela 3 – Análise univariada das características gerais das crianças em relação à 

positividade para NoV em amostras de swab nasal  

 Positivas/Total (%) OR* (IC 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 

     

Presença de sintomas     

  Não 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 vômito 1/2 50 0,15 (0,00 – 2,9) 0,2 

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

  Diarreia, febre, vômito e 

dor abdominal 

1/19    

     

Status secretor     

   Se + 18/202 8,9 1,0  

   Se - 1/17 6 1,56 (0,19 – 12,5) 0,67 

     

Vacina RVA     

   Não 7/63 11,1 1,0  

   Sim 12/131 9,2 1,7 (0,54 – 2,55) 0,7 

  Sem informação 0/25    

     

 TOTAL 19/219 (8,7)   
*OR: odds ratio; **IC: intervalo de confiança de 95%; 

 

 Apesar de não haver diferença estatisticamente significativa, foi observado 

maior índice de positividade dentre as crianças com sintomas de GEA, 11,4% (11/96), 

quando comparados as crianças assintomáticas para GEA, 6,5% (8/123). Dentre as 
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crianças com sintomas de GEA positivas para NoV no swab nasal, 46% (5/11) 

apresentaram febre, diarreia e vômito, 36% (4/11) apresentaram febre e diarreia, 9% 

(1/11) apresentaram vômito e diarreia e 9% (1/11) apresentaram febre, diarreia, vômito 

e dor abdominal.  

 Foi observado um maior número de casos positivos em crianças 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 

não tenha sido estatisticamente significativos, como referido anteriormente. 

 Considerando os genogrupos virais, diferententemente do que foi observada 

nas fezes, houve detecção homogênea entre os genogrupos GI e GII de NoV, 52% 

(10/19) NoV GII e 48% (9/19) NoV GI. 

 Dentre as amostras positivas para NoV, tanto no swab quanto nas fezes, 14 

(13 de fezes e uma de swab) foram sequenciadas para a análise dos genótipos de NoV. 

Para realização da análise filogética foram utilizadas sequencias protótipos 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). 

Após a construção da árvore filogenética foi possível observar que uma foi 

caracterizada como genótipo GI.2, uma como GI.5, três como GI.3, duas como GII.3, 

quatro como GII.4 e três como GII.6. As três amostras caracterizadas GII.3 

(060F.HMI.GO, 092R.HMI.GO e 131F.HMI.GO) apresentaram 100% de identidade 

nucleotídica e foram designadas por um haplótipo (HP01.HMI.GO), das quatro 

amostras caracterizadas como GII.4, duas (123F.HMI.GO e 136F.HMI.GO) 

apresentaram 100% de identidade nucleotídica e foram designadas por um haplótipo 

(HP02.HMI.GO), e dentre as três caracterizadas GII.6, duas (174F.HMI.GO e 

212F.HMI.GO) também apresentaram 100% de identidade nucleotídica e foram, 

portanto, designadas por um haplótipo (HP03.HMI.GO). (Figura 6). 
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Figura 6 - Análise filogenética de uma sequência parcial (389/378 pb) do capsídeo de NoV (região C) 

detectados em amostras fezes e swab nasal de crianças com ou sem sintomas de GEA. As amostras 

protótipo estão representadas pelo número de acesso no GenBank. As amostras encontradas, neste estudo, 

estão representadas por ♦. Amostras com 100% de identidade nucleotídica foram designadas haplótipos, 

HP01.HMI.GO a HP03.HMI.GO. HP01.HMI.GO - representa três amostras GII.3, HP02.HMI.GO duas 

amostras GII.4 e duas amostras GII.6. 

 

 Dentre as 14 amostras sequenciadas, o genótipo mais encontrado foi GII.4 

(28,6%, n = 4), seguido por GII.6 e GI.3 (21,5% cada, n = 3), GII.3 (14,3%, n = 2), GI.2 

e GI.5 (7,1% cada, n =1).  As quatro amostras GII.4 (44,5%), três amostras GII.6 

(33,3%), uma GII.3 (11,1) e uma GI.3 (11,1%) eram todas provenientes de crianças com 

sintomas de GEA, enquanto que duas GI.3 (40%), uma GI.2 (20%), uma GI.5 (20%) e 

uma GII.3 (20%) foram obtidas de crianças assintomáticas. Genótipos GII.4 e GII.6 

foram encontrados somente em crianças com sintomas de GEA e GI.2 e GI.5 somente 

em crianças assintomáticas. 

 A relação entre a carga viral e genótipos está demonstrada na tabela 4. Foi 

observada maior carga viral em genótipos GII (média 2,50 x 10
10

) quando comparado a 

genótipos GI (média 3,04 x 10
8
).  
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Tabela 4 – Carga viral em relação aos genótipos das amostras sequenciadas 

ID Sintomas de GEA Carga viral* Genótipos 

060F Não 4,33 x 10
7
 GI.3 

080F Sim 1,71 x 10
7
 GII.3 

084F Sim 1,79 x 10
8
 GII.4 

092R Não 6,20 x 10
6
 GI.3 

114F Não 3,55 x 10
7
 GII.3 

115F Sim 8,59 x 10
8
 GII.6 

123F Sim 6,95x 10
8
 GII.4 

129F Sim 2,14 x 10
9
 GII.4 

131F Sim 5,58 x 10
6
 GI.3 

136F Sim 1,19 x 10
8
 GII.4 

174F Sim 1,93 x 10
11

 GII.6 

197F Não 1,46 x 10
9
 GI.5 

202F Não 4,43 x 10
6
 GI.2 

212F Sim 2,79 x10
10

 GII.6 

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

 A distribuição dos genótipos encontrados no estudo em relação aos meses 

estão demonstradas no gráfico 3, considerando todas as amostras positivas para NoV 

(fezes e swab). Em relação às amostras caracterizadas como GI.3, que apresentaram 

100% de identidade nucleotídica e por isso foram designadas por um haplótipo 

(HP01.HMI.GO), essas amostras foram detectadas em meses consecutivos (agosto, 

setembro e outubro de 2014). Diferentemente do que ocorreu com as duas amostras 

GII.6 que foram também designadas por um haplótipo (HP03.HMI.GO), uma vez que a 

primeira amostra foi detectada em novembro e a outra somente em fevereiro. Já as 

amostras GII.4 que foram consideradas haplótipo (HP02.HMI.GO) foram detectadas no 

mesmo mês, outubro. 

 
Gráfico 3 – Distribuição dos genótipos em relação aos meses, considerando os positivos para NoV (fezes 

e swab). GI.? E GII.? são amostras positivas que não foram genotipadas. 
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6.  DISCUSSÃO 

 

 Os NoV são um dos principais agentes virais causadores de gastroenterite 

aguda mundialmente, atingindo indivíduos de todas as idades, porém os maiores índices 

de morbidade ocorrem entre crianças 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 detecção, em crianças com até seis anos de idade, 

com e sem sintomas de GEA atendidas em um hospital de referência para o atendimento 

infantil em Goiânia, GO durante o período de maio/2014 a maio/2015. Além disso, 

procedeu à determinação do status secretor dessas crianças para a associação com a 

resistência/susceptibilidade à infecção por NoV. 

 Neste trabalho foram realizadas duas metodologias de detecção para NoV, o 

RT-PCR convencional e o RT-qPCR TaqMan duplex. Considerando o RT-qPCR 

TaqMan duplex como ―padrão ouro‖, a concordância entre as metodologias utilizadas 

foi maior (65%) nas fezes em comparação às amostras de swab nasal (42%). A 

concordância entre as metodologias de detecção de NoV nas fezes foi mais baixa em 

comparação ao observado por Scipioni et al. (2008), cuja a concordância 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 índices de concordância considerando o 

RT-qPCR como ―padrão ouro‖ foram 71,2% e 46,7%, respectivamente, sendo que o de 

Park et al. (2011) foi o mais próximo ao observado no presente estudo. Quanto a baixa 

concordância entre as metodologias para detecção de NoV em amostras de swab nasal 

poderia ser explicada pela carga viral mais baixa encontrada nessas amostras em 

comparação com as de fezes, deve-se ressaltar que este é o primeiro estudo a realizar 

esta comparação entre as metodologias em amostras de swab. 

 Como esperado, a técnica de RT-qPCR TaqMan duplex foi mais sensível 

em relação ao RT-PCR convencional (Vinjé 2014). Nossos dados reforçam que a 

técnica de RT-PCR em tempo real deve ser a técnica de escolha para a detecção para 

NoV, pois, ainda hoje, principalmente em países em desenvolvimento, são realizados 

estudos com o 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 questão 

do alto custo constitui impecílio que ocasiona esta escolha, porém deve-se levado em 

consideração que os índices de detecção de NoV podem estar subestimados quando se 

utiliza desta técnica. 
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 A metodologia de RT-qPCR tem sido utilizada na detecção de NoV em 

amostras de crianças 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 não reportam a carga viral das amostras. 

Provavelmente, em razão dos ensaios terem sido feitos de forma qualitativa e não 

quantitativa.  

 Em dois estudos com delineamento semelhante foi realizada a quantificação 

da carga viral nas amostras de fezes, no trabalho de Huynen et al. (2013), a média da 

carga viral de NoV GI foi de 1,53 x 10
6 

CG/mL e de GII 1.53 x 10
5 

CG/mL, no presente 

trabalho a carga viral média é mais alta do que a relatada por Huynen et al. (2013), 

(média de 3,61 x 10
10 

CG/g para NoV GI e média de 1,03 x 10
10

 CG/g para GII), 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, não ficau claro se esse resultado 

se refere a mL de fezes ou da suspensão fecal, podendo portanto ter sido subestimada. 

No Brasil, Barreira et al. (2010) encontraram carga viral média de 1,0 x 10
8,39 

para as 

crianças sintomáticas e 1,0 x 10
7,15

 para crianças assintomáticas, que são menores do 

que o observado no presente estudo, porém nosso dados corroboram os de Barreira et al. 

(2010) com relação a carga viral mais elevada (um log10 a mais) ter sido detectada em 

amostras de pacientes sintomáticos, quando comparada a carga viral média de amostras 

de pacientes assintomáticos. 

 Apenas duas crianças apresentaram positividade para NoV em ambas as 

amostras, sendo que uma das crianças apresentou carga viral maior no swab do que nas 

fezes (1,77 x 10
8 

CG/mL no swab nasal e 4,33 x 10
7 

CG/g nas fezes), sendo que esta 

criança não apresentava sintomas de GEA, e nas amostras da outra criança, a carga viral 

foi maior nas fezes do que no swab nasal (2,44 x 10
9 

CG/g nas fezes e 7,91 x 10
6 

CG/mL no swab nasal), sendo que esta criança apresentava sintomas GEA. Esta 

detecção concomitante de NoV nas duas amostras, fezes e swab nasal, é um dado novo 

e isto pode demonstrar uma possível circulação viral no organismo através do sistema 

linfoide associado a mucosas (MALT), onde a partir da mucosa intestinal, via GALT, as 

células contendo o vírus poderiam circular pelo organismo, chegando ao tecido linfoide 

associado às narinas e faringe (NALT) ou até mesmo pela via inversa (Lamichhane et 

al. 2014). Esta possibilidade, é corroborada pela recente publicação da replicação in 

vitro de NoV em uma linhagem de células B de humanos, e pelo crescente número de 
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publicações sobre excreção prolongada e viremia de NoV (Fumian et al. 2013, Lemes et 

al. 2014, Jones et al. 2014).   

 O índice de positividade nas fezes para NoV foi de 16,9% (37/219). Na 

literatura, os índices de detecção de NoV em crianças hospitalizadas com idade de até 

seis anos de idade com ou sem sintomas gastroentéricos, variam de 6,8 a 36,5% em 

vários países 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 crianças com sintomas de gastroenterite 

aguda, atendidas em hospitais da região Centro-Oeste foi encontrado índice de 

positividade de 7,6%. Entretanto, para a pesquisa de NoV foi utilizado somente o RT-

PCR convencional e pares de iniciadores para uma região conservada do genoma dos 

HuCV (polimerase), que não permite fazera distinção entre os gêneros NoV e SaV 

(Andreasi et al. 2008).  

 Deve-se, portanto, ressaltar que os métodos de detecção utilizados nos 

estudos sobre HuCV (EIE, RT-PCR convencional e RT-qPCR) diferem de estudo para 

estudo. Este pode ser um fator determinante na variação dos índices de detecção 

observados. Outro fator que deve ser considerado, quando o índice de positividade é 

avaliado, é que a maior parte dos estudos é realizada apenas em amostras de crianças 

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 população pediátrica sem sintomatologia de GEA atendidas 

em hospitais. 

  Embora não tenha sido observada diferença significantemente estatística 

entre a presença ou não de sintomas gastroentéricos, neste trabalho o índice de 

positividade para NoV em pacientes sintomáticos foi de 18,8% (18/92) que é 

semelhante aos índices 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 índice de 

detecção nos pacientes assintomáticos (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 índices de detecção nos assintomáticos foram 24,8% e 35,8%, 

respectivamente. Em um destes estudos os autores ressaltam a possível introdução de 

variante GII.4 pandêmica na região, o que poderia explicar seus altos índices de 

detecção, uma vez que a população estaria suceptivel. 
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 A infecção por NoV têm sido frequentemente associada a infecção 

sintomática em crianças (Raboni et al. 2014, Alam et al. 2015, Nakamura et al. 2015), 

entretanto, a infecção assintomática também sido reportada neste grupo populacional 

(Bucardo et al. 2010, Cheon et al. 2010, de Oliveira et al., 2013). Neste estudo foi 

encontrado um índice de positividade para NoV um pouco maior entre crianças 

sintomáticas, corroborando os dados de Huynen et al. (2011) que encontraram também 

índice de positividade um pouco mais elevado em crianças que apresentaram GEA. 

Além disso, a maioria das crianças positivas para NoV (61%) apresentaram os três 

sintomas em associação (diarreia, vômito 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 não estatisticamente significativo, foi observado um maior número 

de casos em amostras de crianças de até 24 meses que também tem sido reportada por 

diversos trabalhos realizados na população pediátrica 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 crianças 

participantes do estudo tinham status secretor positivo, 94,6% (35/37), embora este 

dado não tenha sido estatisticamente significativo, portanto, não é possível afirmar que 

houve associação entre o status secretor e a positividade para NoV. Apesar de ainda ser 

controversa (Nordgren et al. 2010), vários autores têm relatado a associação positiva 

entre status secretor positivo e a infecção 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 associação entre o status secretor de crianças a infecção por NoV (Vicentini et 

al. 2013), onde foi observado um maior número de crianças infectadas com NoV com 

status secretor positivo (13/14), embora este dado também não tenha sido 

estatisticamente significativo, devido ao pequeno número de casos avaliados. 

 Além disso, os NoV GII foram os mais detectados nos casos sintomáticos, o 

que corrobora com dados na literatura que ressaltam que os NoV GII são mais 

associados a infecção sintomática quando comparado à infecções causadas por GI 

(Campos et al. 2008, Abugalia et al. 2011, Trainor et al. 2013, Moyo et al. 2014).  

 A cidade de Goiânia é caracterizada por um clima tropical, com a presença 

de duas estações bem definidas: verão (estação chuvosa) que compreende os meses de 

outubro a abril, e inverno (estação seca), no período de maio a setembro (INMEP 2015). 
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Considerando a circulação de NoV durante o período de um ano foi possível observar 

uma distribuição homogênea dos casos entre as estações seca e chuvosa, embora picos 

de detecção tenham sido observados nos meses de outubro, dezembro e janeiro, meses 

estes que correspondem a estação chuvosa. Acredita-se que, na maior parte do mundo, 

os NoV circulem durante todo o ano (Ahmed et al. 2013). Na Tanzania, um país de 

clima predominantemente tropical, em estudo conduzido por Moyo et al. (2014) 

também foi observada a circulação de NoV em praticamente todos os meses do ano, 

com pico em abril, mês este da estação chuvosa no referido país. Por sua vez no Vietnã 

(My et al. 2013), país também de clima tropical, foi observado a correlação entre a 

infecção por NoV e a estação chuvosa. 

 No Brasil, o padrão de circulação dos NoVs parece ser variado. Em cidades 

das regiões sul e sudeste, foi observado maior número de casos de NoV na estação seca, 

embora NoV tenha sido detectado circulando durante vários meses do ano (Ferreira et 

al. 2012, Raboni et al. 2014). Na região norte, Siqueira et al. (2013) e Sá et al. (2015) 

observaram circulação de NoV em praticamente todos os meses do ano, sendo admitido 

que a sazionalidade de NoV é parecido com um ―efeito gangorra‖. Finalmente, na 

região centro-oeste, Borges et al. (2006) e de Oliveira et al. (2013) observaram maior 

positividade nos meses da estação chuvosa, sendo que no estudo de Borges et al. (2006) 

este resultado foi estatisticamente significativo. 

 Após a implementação da vacina contra Rotavírus no calendário vacinal 

muitos estudos vêm relatando um aumento na frequência 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 crianças que receberam a vacina contra RVA (Wikswo 

et al. 2013, McAtee et al. 2016, no presente estudo os índices de detecção entre as 

crianças com tinham o registro de terem recebido pelo menos uma dose da vacina contra 

RVA e as que não eram vacinadas foram semelhantes, 17,5% e 17,4%, respectivamente. 

Estes dados são consoantes ao estudo realizado por Bucardo et al. (2014) que também 

observou índices semelhantes de positividade para NoV em crianças vacinadas ou não.  

 Como referido anteriormente, a pesquisa do RNA de NoV em outras 

amostras clínicas, como o sangue, têm sido realizada por alguns autores (Fumian et al. 

2013, Lemes et al. 2014), além da recente detecção de NoV em amostras de swab 

nasofaringeano (Esposito et al. 2014), levantando mais uma vez a especulação de que a 

transmissão de NoV poderia ocorrer também pela via respiratória (Jones & Brosseau 

2015).  
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 Neste estudo o RNA viral foi detectado em 8,7% das amostras de swab 

nasal, índice superior ao reportado por Esposito et al. (2014), 0,5% (3/562), que realizou 

a pesquisa somente em swabs de crianças com sintomas respiratórios, não tendo sido, 

entretanto, realizada a quantificação da carga viral nestas amostras clínicas, nem a 

pesquisa em amostras de crianças com sintomas gastroentéricos. 

 Segundo Esposito et al. (2014), além da possível transmissão pela via 

respiratória, uma outra hipótese para a presença de NoV, na nasofaringe, poderia ser 

reflexo da presença viral transitória devido ao refluxo, causado pelo vômito, para o trato 

respitatório superior. Entretanto, nossos achados não corroboram esta teoria, pois não 

foram todas as crianças com swab positivo que tiveram também as fezes positivas para 

NoV, pois apenas duas crianças foram positivas na amostra de swab e fezes 

simultaneamente. Além disso, em somente um dos casos com swab e fezes positivos 

essa teoria seria aplicável, pois em um desses dois casos a criança não apresentou 

nenhum sintoma gastroentérico, enquanto que a outra criança apresentou sintomas 

gastroentéricos (febre, diarreia e vômito). E, ainda, dentre as crianças positivas para 

NoV nas fezes, 66,7% apresentam vômito e mesmo assim estas não tiveram o swab 

positivo.  

 Neste estudo houve a detecção de NoV genogrupo I e II, 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 crianças com até 24 meses de idade. 

 Por meio do sequenciamento genômico 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 ocorrência do 

genótipo GI.5 no Brasil, este genótipo tem sido encontrado em outros países do mundo 

como: China (Zeng et al. 2012), Paquistão (Alam et al. 2016), África do Sul (Mans et al. 

2016), Uruguai (Victoria et al. 2016), dentre outros. 

 Foi observada maior frequência do genótipo GII.4 que é o mais encontrado 

associado a casos de gastroenterite aguda em diversos países (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 genótipo GII.6 foi o mais 

associado a casos sintomáticos, 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 assintomáticos de GEA.  

 No Brasil, outros estudos têm observado a predominância de GII.4 seguido 

por GII.6 em casos sintomáticos (Ferreira et al. 2010, 2011, Aragão et al. 2013), deve-se 

ressaltar que estes trabalhos foram realizados apenas com pacientes sintomáticos. Em 

ensaio conduzido por Sá et al. (2015) em Fortaleza, Ceará, o genótipo mais frenquente 

foi GII.4, seguido por GII.12, e em terceiro lugar GII.6. 

 No Centro-Oeste, em estudo realizado por de Oliveira et al. (2013) na 

cidade de Goiânia com crianças de creche também foi observada elevada variabilidade 

de genótipos de NoV, entretanto, diferentemente do encontrado no presente estudo, o 

genótipo mais frequente foi GII.6 seguido por GII.4, os próprios autores relatam a 

oscilação temporal dos genótipos de NoV, esta flutuação poderia ser explicada pelo 

aumento da imunidade de rebanho para pelo menos algumas variantes de GII. 

 Em relação aos genótipos encontrados nas crianças assintomáticas, nenhum 

GII.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 crianças assintomáticas.  

 Em estudos que realizaram o ensaio de RT-qPCR para detecção de NoV em 

casos esporádicos de GEA e que sequenciaram as amostras positivas, em geral, não 

estabeleceram a associação entre carga viral e genótipo. Neste estudo, foi observado que 

a carga viral de genótipos GI (média de 3,04 x 10
8
) foi mais baixa quando comparado a 

genótipos GII (média 2,50 x 10
10

). Fato este que talvez possa ser explicado pela 

ausência de sintomas na maioria dos casos de genótipos de GI, em comparação aos 

genótipos de GII, que são, a maioria, sintomáticos. 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 genótipos GII, como o GII.4, 

quando comparados com pacientes infectados pelo genótipo GI.1 de NoV. 

 Dentre as amostras sequenciadas neste estudo, três amostras GI.3 

apresentaram 100% de identidade nucleotídica sendo assim designadas haplótipos. Fato 

interessante é que estas amostras foram identificadas em meses consecutivos, sugerindo 

assim uma possível permanecia viral no ambiente nosocomial. Lemes et al. (2014) 

também observou a persistência de um mesmo genótipo (GI.3) com alta identidade 

nucleotídica em estudo de monitoramento de pacientes submetidos a transplante de 

células hematopoéticas. Em monitoramento realizado por Morter et al. (2011) em 
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ambiente hospitalar, no qual eram relatados repetidos surtos por NoV, mesmo após a 

desinfecção do ambiente, sendo assim observado a alta resistência dos NoV à 

inativação. Fato este que contribui para a manutenção destes agentes virais e 

disseminação dos mesmos, resultando em altos índices de infecções nosocomiais. 

 Porém diferentemente do que foi observado com o genótipo GI.3, que foi 

detectado em meses consecutivos, as duas amostras GII.6 que foram representadas por 

um haplótipo, não foram detectadas em meses consecutivos, pois a primeira foi 

detectada em novembro e a outra somente em fevereiro, demonstrando assim, a 

circulação deste genótipo em Goiânia durante vários meses no decorrer do estudo, uma 

vez que outra amostra de GII.6 foi identificada também no mês de setembro de 2014.  

 Em relação às amostras positivas para GII.4, a primeira amostra foi 

detectada no mês agosto de 2014, voltando este genótipo a ser detectado dois meses 

depois. As outras três amostras positivas para GII.4 foram todas detectadas no mês 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 são definidos como a positividade 

para NoV de pelo menos dois pacientes, para o mesmo genótipo viral, em uma mesma 

semana. Diante disso, as amostras de GII.4 detectadas na segunda semana de outubro 

poderiam caracterizar um pequeno surto ocorrido no ambiente hospitalar ou até mesmo 

na comunidade, visto que não se sabe se amostras das crianças foram coletadas no dia 

em que foram atendidas ou se estas ficaram internadas e tiveram as amostras coletadas 

posterior a sua data de admissão no hospital. Entretanto, deve-se ressaltar que as 

amostras detectadas na mesma semana de outubro tiveram 99% de identidade 

nucleotídica e as amostras designadas haplótipos neste estudo são as amostras: 123F, 

que foi detectada na primeira semana, e a 136F, detectada na segunda semana. Dessa 

forma, de modo expeculativo, a criança 123 poderia ter sido a fonte de disseminação do 

vírus no ambiente nosocomial. 

 Algumas limitações foram observadas no decorrer do estudo, como por 

exemplo a dificuldade no acesso dos prontuários das crianças, o que prejudicou a coleta 

de dados como duração dos sintomas e dias de internação. Outra limitação foi o 

tamanho do número amostral, eu pode ter comprometido parcialmente as análises 

estatísticas. 

 Como perspectivas, pretende-se continuar a pesquisa de NoV em amostras 

de swab nasal para uma melhor elucidadação do papel desse agente neste ambiente 
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extraintestinal, dados estes que podem contribuir também com o melhor entendimento 

da patogênese viral. 

 Os dados obtidos corroboram com o de estudo anterior em crianças de 

Goiânia demonstrando elevada frequência e variabilidade genética de NoVs, reportando 

ainda, pela primeira vez, a ocorrência de GI.5 NoV no Brasil. Tais dados são 

importantes para o conhecimento da epidemiologia dos NoVs em ambiente nosocomial, 

dados estes que poderão se somar às informações importantes para o desenvolvimento, 

em um futuro próximo, de uma vacina eficaz. Além disso, o trabalho traz um dado novo 

quanto a detecção 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 elucidação de uma possível rota alternativa de transmissão dos NoV. 
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7. CONCLUSÃO 

 

 Foi observado considerável índice global de positividade (17%) para NoV nas fezes 

e em amostras de swab nasal (8,7%) de crianças com até seis anos de idade com ou sem 

sintomas de GEA atendidas em hospital de Goiânia, GO; 

 Foi detectada elevada variabilidade genética dos NoV circulantes (GI.2, GI.3, GI.5, 

GII.3, GII.4 e GII.6) com predominância do genogrupo GII (70%) em crianças com ou 

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

 Foi detectada carga viral média de 1,33 x 10
10

 CG/g nas fezes e de 1,32 x 10
8 

CG/mL em amostras de swab nasal, sendo que as crianças com sintomas de GEA 

tiveram carga viral mais elevada (um log10 a mais) quando comparadas a crianças sem 

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

 A grande maioria das crianças 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 

Título do projeto de pesquisa: Detecção de Bocavírus Humano (HBoV) em crianças 

com infecção respiratória e/ou gastroenterite: estudo caso-controle. 

Pesquisador responsável: Teresinha Teixeira de Sousa 

Orientadora: Profa. Divina das Dores de Paula Cardoso. 

 

Nome do sujeito de Pesquisa:........................................................................................... 

 

Você autoriza a criança a participar de uma pesquisa, em que ela, seu filho (a) ou 

a criança pela qual você é responsável está sendo convidado (a) como voluntário(a) a 

fazer parte deste estudo que tem como título: ¨Detecção de Bocavírus Humano 

(HBoV) em crianças com infecção respiratória e/ou gastroenterite: estudo caso-

controle¨.  

Meu nome é Teresinha Teixeira de Sousa, sou a pesquisadora responsável e 

minha área de atuação é de médica pneumologita, aluna de doutorado da UFG/IPTSP. A 

participação da criança é importante, mas antes de decidir se você quer que ela faça 

parte da pesquisa em que é preciso coletar fezes e secreção do nariz de crianças doentes 

(com infecções respiratórias e com gastroenterite-diarréia) e também daquelas sem estas 

doenças (que é o grupo controle, estudar a presença do vírus em quem não está doente), 

é preciso que o senhor ou a senhora, entenda o motivo da pesquisa: o convite esta sendo 

feito porque os vírus respiratórios e entéricos são causas comuns de infecções 

respiratórias e de gastroenterite em crianças.  

Vários novos vírus estão sendo descobertos e pouco se conhece sobre seu 

impacto (importância) em pacientes com essas doenças. Esta pesquisa pretende estudar 

as infecções respiratórias e gastroenterite por vírus (bocavírus humano/HBoV) em 

crianças com idades abaixo de 5 anos. Durante o período de um ano atendidas no 

Hospital Materno Infantil de Goiânia/Goiás. A pesquisa será realizada em crianças com 

sintomas clínicos (casos) de infecção respiratória e/ou gastroenterite e comparar o vírus 

também em pacientes sem estas doenças (que é o grupo controle, onde estudamos o 

vírus também em quem está sadio, pois em alguns casos a criança pode ser portadora 

dos vírus, mas não manifestar a doença). Após o atendimento do paciente pelos 

pediatras do hospital, um dos membros da equipe pedirá autorização para os pais e/ou 

responsáveis pelas crianças e explicará em detalhes todos os procedimentos para a 

pesquisa: haverá o preenchimento de um questionário e uma coleta de cada material 

(secreção nasal e fezes), em todas as crianças tanto as doentes como as sadias que estão 

no hospital por outros motivos. Todos estes procedimentos serão feitos pela 

pesquisadora responsável (Teresinha, médica) em sala ao lado do ambulatório no térreo 

e sala procedimentos no segundo andar / enfermarias do Hospital Materno Infantil, onde 

será garantida a privacidade da criança, por ocasião das consultas e/ou hospitalização, 

sem a necessidade de comparecimento ou retorno ao Hospital por motivo relacionado à 

Pesquisa.  

Os exames de fezes e secreção nasal não substituirão os exames regularmente 

colhidos no Hospital como parte do seguimento médico dos pacientes. A participação 

de seu filho (a) ou a criança pela qual você é responsável é importante, mas você e a 

criança podem recusar participar da pesquisa a qualquer momento. Os procedimentos 

apresentam riscos baixos à integridade física da criança, serão realizados pela 

pesquisadora (Teresinha) e consistem em: Coleta de lavado nasal é feita através de uma 

pequena sonda com soro fisiológico, introduzida nas narinas e aspirada (¨como uma 
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lavagem do nariz com soro, só que aspirado o líquido de volta¨), podendo ocorrer 

desconforto local e muito raramente pequeno sangramento nasal, sem danos 

posteriormente para a criança. E a coleta de fezes é espontânea, durante a evacuação, 

aqual será recolhida em um frasco específico, sem a utilização de medicação ou 

instrumentos para tal. Não acarretando nenhum desconforto direto, podendo ser 

acompanhado pelo responsável legal da criança. Além da coleta das amostras de 

secreções nasais e de fezes, o responsável pela criança deverá responder um 

questionário para o registro das informações pessoais da criança e a pesquisadora 

poderá, também, anotar dados dos prontuários.  O destino dessas amostras será para o 

Laboratório de Virologia Humano da UFG/IPTSP, onde por exames moleculares os 

vírus respiratórios e entéricos serão detectados através de técnicas laboratoriais 

sofisticadas chamadas de PCR em tempo real (material genético dos vírus, DNA e 

RNA).  

Informo, aos pais ou responsáveis pela criança, que as amostras (material 

biológico de fezes e de secreções nasais) ficarão armazenadas (guardadas) no Instituto 

de Patologia e Doenças Tropicais da UFG seguindo todas as normas do regulamento 

aprovado pelo CEP/IPTSP a respeito de biorrepositório (segundo as normas da 

resolução do CNS 441 de 2011), e, caso eu tenha seu consentimento por escrito 

autorizando o uso para esta pesquisa e no futuro para qualquer outra pesquisa, não será 

necessário preencher um novo termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE); 

sobre o bocavírus humano e também para os outros vírus como o: rotavírus (A), 

calicivírus, adenovírus, astrovírus, enterovírus, aichivírus, salivírus/klassevírus, vírus 

respiratório sincicial, vírus influenza A e B, vírus da parainfluenza, adenovírus 

respiratório, rinovírus, metapneumovírus humano, coronavírus e os H1N1. Esta 

pesquisa estará sendo financiada com recurso do próprio laboratório e de convênios 

regularmente firmados sem nenhum custo para o SUS, familiares ou planos de saúde. É 

importante ressaltar, entretanto que a pesquisa está restrita aos procedimentos listados 

acima.  

A participação no estudo NÃO IMPLICA na realização de outro exame e NÃO 

INTERFERE nas decisões sobre os remédios necessários para o tratamento do problema 

atual (o médico do hospital que atender seu filho (a) decidirão por procedimentos 

necessários, como os medicamentos ou outros exames). Estes dados procedimentos e/ou 

seus resultados, entretanto serão registrados para análise futura. Todos os pacientes 

serão convidados a participar do estudo, e a qualquer momento podem também deixar 

de participar, se assim o desejarem. Somente os pesquisadores e/ou equipe de pesquisa 

terão conhecimento de suas identidades e do questionário. Os pesquisadores pretendem 

publicar os resultados obtidos pela pesquisa, mas o nome e dados pessoais dos pacientes 

são TOTALMENTE CONFIDENCIAIS (não haverá identificação dos participantes) os 

dados também poderão ser utilizados em estudos futuros de outros vírus citados acima.  

Em caso de recusa, você e seu filho (a) não serão penalizados (as) de forma 

alguma, esta recusa em nada implicará na assistência que seu filho (a) receberá. Se 

aceitar participar e depois retirar seu consentimento também, em nada será prejudicado. 

É importante destacar que, como não há despesas decorrentes da participação na 

pesquisa por parte do sujeito da pesquisa, neste caso, o responsável legal e a criança 

participante não haverá nenhum tipo de pagamento ou gratificação financeira pela sua 

participação. Este estudo tem início no ano de 2013 e previsão de encerramento em 

2014. 

Autorizo o armazenamento e guarda de amostras de secreção nasal e de fezes, 

formando um banco de dados/biorrepositório para investigações futuras, e que toda 

nova pesquisa a ser feita com o material será submetida à aprovação do CEP da 
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instituição 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). 

Após receber os esclarecimentos e as informações, no caso de aceitar fazer parte 

do estudo, você deverá rubricar todas as páginas e assinar ao final deste documento e, 

que está em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsável A 

qualquer momento, antes e durante a pesquisa, você poderá solicitar esclarecimentos e 

em caso de dúvidas sobre a pesquisa, você poderá entrar em contato com a pesquisadora 

responsável, Teresinha Teixeira de Sousa no telefone: (62) 81595675. Em caso de 

dúvidas sobre os seus direitos como participante nesta pesquisa, você poderá entrar em 

contato com o Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Materno Infantil de Goiânia 

Telefone (62) 3201-3374. 

Local e Data: Goiânia, ......../......../.............. 

Nome e Assinatura do pesquisador _______________________________________ 

 

Consentimento da participação da criança como sujeito da pesquisa pelo 

responsável legal 

Eu, _________________________________________, RG_____________, 

CPF ____________________, endereço ________________________________, 

abaixo assinado concordo que _____________________________________ cuja 

responsabilidade legal me é conferida autorizo que a criança participe do estudo 

¨Detecçaõ de Bocavírus Humano (HBoV) em crianças com infecções respiratótias 

e/ou gastroenterite: estudo caso-controle¨, como sujeito de pesquisa.  

Fui devidamente informado e esclarecido pelo Pesquisador ________________ 

sobre a pesquisa, os procedimentos envolvidos, assim com os possíveis riscos e 

benefícios decorrentes da participação da criança pela qual sou responsável legal.  

Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem 

que isto leve a qualquer penalidade ou interrupção do seu acompanhamento 

assistência/tratamento e que todas as informações pessoais obtidas serão mantidas em 

sigilo. Recebi uma cópia deste documento com todas as páginas rubricadas e assinadas 

por mim e pelo pesquisador participante deste estudo. Autorizo a execução do trabalho 

de pesquisa e a divulgação dos dados obtidos neste estudo sobre o bocavírus humano e, 

ainda, a formação de um banco de dados e um biorrepositório das amostras (fezes e de 

secreções nasais) cujo regulamento foi aprovado pelo CEP/IPTSP/UFG, seguindo as 

normas da resolução do CNS 441 de 2011. E que as amostras obtidas poderão ser 

utilizadas em pesquisas futuras sem a necessidade do preenchimento de um novo termo 

de consentimento (TCLE); para o bocavírus humano e para outros vírus como o: 

rotavírus (A), calicivírus, adenovírus, astrovírus, enterovírus, aichi vírus, 

salivírus/klassevírus, vírus respiratório sincicial, vírus influenza A e B, vírus da 

parainfluenza, adenovírus respiratório, rinovírus, metapneumovírus humano, 

coronavírus e os H1N1. 

Local e data: _____________________________ 

Nome e assinatura do sujeito ou responsável legal: _____________________________ 

Presenciamos a solicitação de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite 

do sujeito em participar. 

Testemunhas 

Nome e assinatura: _______________________________ 

Nome e assinatura: _______________________________ 
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Anexo 3. Ficha de Investigação Clínica 
 

Ficha de investigação clínica. 

 

DATA: ....../....../.......      Registro geral (................)        Nº Amostra 

(..................) 

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

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

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

 

Dados epidemiológicos 

4. NOME: ................................................................................................................. 

5. COLETA: DATA (....../....../.......)     HORA (....................) 

6. UNIDADE COLETA: (     ) PS       (    ) ENFERMARIA    ADMISSÃO: ................. 

7. SEXO: (    ) MASC.        (    ) FEM. 

8. DATA DE NASCIMENTO: ........./......../........          IDADE: .....................              

9. Natural: ......................................... Procedência: .................................... 

Endereço: ............................................................................................................. 

Bairro:.........................................     Cidade:...................................   UF:............ 

Telefone: (    ).............................. Nome responsável: .................................................. 

Profissão: Mãe ..........................................     Pai.................................................... 

Renda familiar (em salário mínimo): ..................................................................... 

Habitação: (    ) própria   (    ) alugada 

Asfalto: sim(  )  não(  )  Água: (  )tratada (  )cisterna (  )poço  Esgoto: sim(  )  não ( ) 

 

10. RAÇA/COR: (   )branca,    (   )morena,   (   )negra,    (   )indígena 

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

12. ASSISTÊNCIA MÉDICA: (   ) SUS,   (   ) plano de saúde,   (   )particular 

13. ALIMENTAÇÃO: (   ) leite materno,   (   ) leite materno e outro, (   ) outro 

14. TIPO PARTO: (   ) normal,  (   ) cesariana 

Sintomatologia: 

15. A. Respiratório: 

Febre: sim(   )     não(   ), Tosse (   )sim   (   )não, Dispnéia/Chiado (   )sim   (   )não 

SaO2:........................./ Rad TX:............................../ HMG: ................................... 

Ausculta: ................................................./ Temperatura: ...................................... 

 

B. GASTROENTERITE: 

Diarréia: sim(   )   não(   )/                      Frequência:   1 a 2x (   ),   >2x (   ) 

Aspecto: líquida(   ),  semi-liquida(   ),  pastosa(   ),  sangue(   ),  fétida(   ) 

Febre: sim(   )   não(   )/  Vômitos: sim(   )   não(   )/  Dor abdominal: sim(   )  não(  ) 

 

Antecedentes epidemiológicos: 

16. Contato caso suspeito (Respiratório e/ou GEA): (  )domicílio, (  )creche, (  ) escola 
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17. Uso de medicação antes coleta: sim(   )    não(   ), qual? ........................................... 

18. Vacinação completa:  sim(   )     não(   ) 

Vacina contra gripe: sim(  )    não(   )      Última dose:............................... 

Vacina rotavírus (VORH)(   ),  Rotarix (   ),  Rotatec(   ) – 1ªdose(   ), 2ªdose (   ) 

Comprovação: sim(   ),   não(   ) 

19. Diagnóstico clínico prontuário:........................................................................................ 

20.  Outras patologias/cirurgias: .................................................................................. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


