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RESUMO

Os norovirus (NoV) sdo importantes agentes etiolégicos, responsaveis por surtos e
casos esporadicos de doenca diarréica aguda, que acometem individuos de todas as
idades. A particula viral ndo apresenta envelope e o material genético é constituido
por uma molécula de RNA de fita simples, de polaridade positiva. Pertencem a familia
Caliciviridae, género Norovirus e estdo classificados em cinco genogrupos (GI-V),
sendo que os NoV humanos estado agrupados nos genogrupos I, Il e IV e destes, 0s
NoV do genogrupo Il e gendtipo 4 (Gll.4) sdo os mais comumente encontrados, em
todo o mundo. Apesar da associacdo destes virus com a doenca diarréica aguda
estar bem documentada na literatura mundial, no Brasil, os trabalhos séo escassos e
restritos aos grandes centros e adjacéncias. Assim, considerando-se 0 pouco
conhecimento sobre os norovirus e a inexisténcia de dados epidemiolégicos na
cidade de Juiz de Fora, MG, foi realizado o presente estudo, cujos objetivos foram a
deteccdo e caracterizacdo molecular de amostras de NoV, associadas a casos
esporadicos de doenca diarréica aguda infantil, bem como a avaliagdo da influéncia
de fatores climaticos e demograficos na ocorréncia destas infec¢des. De janeiro de
2008 a dezembro de 2009, 218 espécimes fecais foram analisados para a presenca
de NoV, por RT-PCR convencional, todos obtidos de criancas de 0 a 12 anos de
idade, proveniente de atendimentos ambulatoriais (89,45%) e hospitalizados
(10,55%). Foram detectadas 20 (9,17%) amostras positivas e observou-se uma
tendéncia de sazonalidade das infec¢cdes no periodo da estacdo seca, no ano de
2008, fato que ndo se repetiu em 2009. A maioria das amostras positivas foi
detectada em criancas na faixa de 0 a 36 meses e nao houve correlagéo,
estatisticamente significante, entre a ocorréncia das infeccdes e o sexo. Das 20
amostras detectadas, 19 foram caracterizadas como NoV Gll e 1 como NoV GI. O
sequenciamento parcial do genoma e a andlise filogenética das amostras
selecionadas, revelou a presenca de NoV dos gendétipos Gll.4 e GIl.6, que co-
circularam nos dois anos do estudo. As amostras NoV GIll.4, detectadas em Juiz de
Fora, apresentaram maior similaridade de nucleotideos e de aminoacidos com
aguelas que circularam no estado do Rio de Janeiro nos anos de 2006, 2007 e 2008.
A analise filogenética das amostras NoV GII.6 detectadas em Juiz de Fora, associada
a alta similaridade das sequéncias de nucleotideos e aminoacidos, mostrou que estas
foram mais proximamente relacionadas com a amostra NoV GII.6 (GU132461/2007),
detectada no estado do Rio de Janeiro em 2007, fatos que, aliados a proximidade
geografica de ambas as cidades, sugerem uma possivel linhagem comum entre as
mesmas. Este levantamento epidemiolégico permitiu constatar a presenca e
circulagdo de NoV na populagao infantil de Juiz de Fora, MG, demonstrando sua
importante participacdo como agente etiolégico das diarreias agudas, também nesta
comunidade.

Descritores: Diarreia Infantil, Norovirus, Epidemiologia, Reacdo em Cadeia da
Polimerase Via Transcriptase Reversa, Andlise de Sequéncia com Séries de
Oligonucleotideos.



ABSTRACT

Noroviruses (NoV) are important etiological agents responsible for outbreaks and
sporadic cases of acute diarrhea in individuals of all ages. The viral particles are
nonenveloped with and the genome is composed of a positive single-stranded
RNA. Norovirus belongs to the Caliciviridae family, Norovirus genus and are classified
into five genogroups (GI-V), with GlI, Gll and GIV being found in human and among
them, the NoV GIlI genotype 4 (Gll.4) are the most commonly found worldwide. In
Brazil, norovirus surveys are realized mainly in research institutes, carried out in the
biggest centers and surroundings. Thus, considering the little knowledge about these
viruses and the lack of epidemiological data on this viral infection in the Juiz de Fora
city, MG state, it was performed this study, which aimed to detect and characterize the
NoV samples, associated with sporadic cases of acute infantile diarrhea, as well as
asses the influence of climatic and demographic factors in the occurrence of these
infections. Between January 2008 to December 2009, 218 fecal specimens were
analyzed for the presence of NoV by conventional RT-PCR, all obtained from children
0-12 years of age, from outpatient (89.45%) and inpatients (10.55%). We detected 20
(9.17%) positive samples and there was a tendency for seasonal infections during the
dry season in 2008, a fact which was not repeated in 2009. The biggest number of
positive samples were detected in children aged 0 to 24 months and there was no
statistically significant correlation between the occurrence of infections and sex. Of
the 20 samples detected, 19 were characterized as NoV GIll and 1 as NoV GIl. The
partial genome sequencing and phylogenetic analysis of selected samples revealed
the presence of NoV genotypes GIl.4 and GII.6, which co-circulated in the two years of
study. Samples NoV Gll.4 detected in Juiz de Fora, showed greater similarity of
nucleotides and aminoacids with those that circulated in the state of Rio de Janeiro
during 2006, 2007 and 2008. Phylogenetic analysis of the samples GIl.6 NoV,
detected in Juiz de Fora, associated with the high similarity of nucleotide and amino
acid sequences showed that they were most closely related to the sample GIl.6 NoV
(GU132461/2007) detected in the state of Rio de Janeiro in 2007. This fact associated
with the geographical proximity of both cities, suggesting a possible common lineage
between them. This epidemiological survey revealed the presence and circulation of
NoV in the infantile population of Juiz de Fora, MG, demonstrating its important role as
an etiologic agent of acute diarrhea, also in this community.

Keywords.: Childhood Diarrhea - Norovirus - Epidemiology - Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction - Oligonucleotide Array Sequence Analysis.
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1 INTRODUCAO

A diarreia aguda € uma das doencas que mais comumente afeta humanos,
sendo definida pela presenca de trés ou mais episddios de fezes liquidas ou de
consisténcia reduzida, em um periodo de 24 horas, com duracdo maxima de 14
dias (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

Segundo dados globais das causas da mortalidade infantil, no ano de 2008,
das 8.795 milhGes de mortes em criancas menores de 5 anos de idade no
mundo, 68% (5.970 milhdes) foram causadas por doencas infecciosas, sendo as
porcentagens mais elevadas associadas a pneumonia (18% = 1-575 milhdes), a
diarreia (15% = 1-336 milhdes) e a maléaria (8% = 0-732 milhdes) (BLACK et al.,
2010).

O impacto da doenca diarréica € maior nos paises em desenvolvimento,
tendo em vista sua associacdo com os problemas higiénico—sanitarios (mais de
um bilhdo de pessoas ndo tém acesso a agua potavel, e mais de dois bilhdes
nao tem acesso a servicos de saneamento adequado), de ma nutricdo (cerca de
um quarto das criancas sao mal nutridas) e sobrecarga dos sistemas publicos de
salde. Neste contexto, em paises da Africa, Asia e América Latina a diarreia
constitui a segunda causa mais comum de mortalidade infantil, sendo
responsavel por 1 a 3 milhées de 6bitos em criancas menores de 5 anos, por ano
(BLACK et al., 2010).

A doenca diarréica esta associada, também, a altas taxas de morbidade
infantil, com a ocorréncia de quadros clinicos que podem variar de leves, com
discretas alteracbes sistémicas, até formas graves acompanhadas de
desidratacéo severa e choque hipovolémico (SANTOSHAM et al., 2010). E uma
sindrome frequente na infancia, representando uma das principais causas de
consulta médica e hospitalizacdo (RIBEIRO et al., 2008; PATEL et al., 2009).

No Brasil, segundo dados do DATASUS relativos ao ano de 2008, a doenca
diarréica aguda foi responsavel por 7,2% das hospitalizacdes (BRASIL, 2009a) e
2,5% das mortes, em criancas abaixo dos 5 anos (BRASIL, 2009b).
Recentemente, um estudo sobre a prevaléncia da diarreia aguda em criancas

hospitalizadas durante os anos de 2005 a 2008, realizado em Juiz de Fora,
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apontou que esta doenca foi a terceira causa de hospitalizacao infantil e também
uma importante causa de morbidade infantii no municipio (ROCHA, 2010). No
entanto, esses dados devem ser analisados com cautela, tendo em vista que a
doenca diarréica ndo esta incluida no conjunto de doencas nacionais de
notificacdo compulséria, 0 que pode contribuir para um numero expressivo de
casos nao diagnosticados dessa doenca, no Brasil (FACANHA et al., 2005).

A doenca pode ser causada por diversos agentes infecciosos que aderem ou
invadem a mucosa intestinal, assim como pelas enterotoxinas produzidas pelos
mesmos (WILHELMI et al., 2003). Dentre estes agentes estdo 0s virus, as
bactérias e os parasitos.

A importancia das infeccOes intestinais bacterianas e parasitarias esta
diretamente relacionada as condicdes soécio-econdmicas da populacao,
entretanto, 0 mesmo nao pode ser afirmado para os virus, visto que muitos deles
permanecem como problema de salude publica, mesmo em paises
desenvolvidos, nos quais a populacdo desfruta de boas condicbes soécio-
econbmicas (PATEL et al., 2008). Nestes paises, 0s virus sao a principal causa
de diarreia aguda, chegando a ser responsaveis por até 80% das doencas
causadas por ingestao de alimentos contaminados (TUAN et al., 2010).

Atualmente, os agentes virais, comprovadamente, associados a doenca
diarréica sdo: rotavirus (Rotaviridae), saporovirus e norovirus (Caliciviridae),
adenovirus entéricos (Adenoviridae), astrovirus (Astroviridae), bocavirus
(Parvoviridae), aichi virus (Picornaviridae), torovirus e coronavirus
(Coronaviridae), (WILHELMI et al., 2003; PATEL et al., 2009; PHAM et al .,
2010).

Os rotavirus tem sido reconhecidos como um dos principais responsaveis, em
todo o mundo, pela doenca diarréica aguda que acomete criancas de até 5 anos
de idade (PARASHAR et al., 2006; TODD et al., 2010). Segundo levantamentos
epidemioldgicos realizados em diferentes paises, a prevaléncia de rotavirus nas
diarreias agudas varia de 12% e 71%, com média de 34% em crian¢gas menores
de trés anos de idade (ANDREASI et al., 2007; TODD et al., 2010). No entanto,
estudos recentes revelaram uma crescente participagcdo dos norovirus na génese
da doenca diarréica aguda, sobretudo, nos paises em desenvolvimento, onde
estes virus foram responséveis por mais de 1,1 milhdes de hospitalizacbes e
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cerca de 218.000 mortes, por ano, de criangcas menores de 5 anos de idade
(PATEL et al., 2008; KHAN et al., 2010).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 NOROVIRUS

2.1.1 HISTORICO

A primeira descricdo de doenca diarréica aguda, possivelmente associada
a virus, foi publicada por Zahorsky et al. (1929), que a denominou “doenca do
vémito do inverno”. Porém, muitos anos se passaram até que a o agente
etiolégico pudesse ser corretamente relacionado com a doenca, que ocorria
no hemisfério norte nas estacdes outono-inverno, e cujas manifestacées

clinicas eram diarreia, nauseas, vomitos e febre branda.

Experimentos realizados com voluntarios, que ingeriram filtrados de
amostras fecais, isentos de bactérias, provenientes de surtos diarréicos
ocorridos nos EUA, de 1946 a 1947, demonstraram a reproducdo da doenca
diarréica, reiterando observacdes anteriores da participacdo de outros
agentes nao bacterianos, nessas sindromes (GORDON et al.,1947). No
entanto, durante varios anos, foi dificil estabelecer a relacdo entre os virus
encontrados nas fezes com o0s casos de diarreia aguda, tendo em vista o
pouco desenvolvimento das técnicas necessarias para o isolamento, deteccéo
e caracterizacao dos mesmos (GORDON et al.,1947; HIGGINS et al., 1956).

Em 1968, um surto de gastroenterite aguda acometeu estudantes e
professoras de uma escola primaria na cidade de Norwalk, Ohio, EUA,
durante o inverno. A doenca foi caracterizada por diarreia, nauseas, vomitos e
dor abdominal. Os sintomas persistiram por 12 a 24 horas e nenhum paciente
foi hospitalizado. Casos em contactantes também foram observados. Este
surto ficou conhecido como surto de Norwalk e casos com caracteristicas

epidemiologicas semelhantes foram também descritos em outras regides de
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Ohio e em estudantes na Flérida, EUA (ADLER & ZICKL, 1969). Estudos
realizados nos EUA, a partir de entdo, contribuiram para um grande avancgo

na elucidacdo do papel dos virus como agentes etiologicos das diarreias.

Dolin et al. (1971) realizaram estudos envolvendo os surtos de diarreia
observados em diferentes regides no EUA, incluindo o surto de Norwalk e por
experimentos com voluntarios, confirmaram as observacfes prévias de que a
gastroenterite infecciosa  ndo-bacteriana  poderia  ser  induzida,
experimentalmente, por administracdo oral de filtrados obtidos a partir de

fezes de pessoas doentes (DOLIN et al., 1971).

Posteriormente, foram realizados estudos laboratoriais de
imunomicroscopia eletrénica a partir dos filtrados fecais derivados do surto de
Norwalk, a fim de se identificar o agente etioldgico. Assim, a presenca de
particulas virais de 27nm, encontradas nestes filtrados, aliada a constatacdo
de anticorpos especificos em individuos submetidos, tanto a infeccbes
naturais, quanto nas experimentais, levaram a conclusdo que o0s virus
Norwalk eram o agente etiolégico do surto de Ohio. Estes fatos apontaram
para o primeiro virus reconhecido como causador de gastroenterite aguda, no
homem (KAPIKIAN et al.,1972; 1973).

2.1.2 CLASSIFICACAO, MORFOLOGIA E ESTRUTURA

Durante as décadas de 1970 e 1980, a microscopia eletronica (ME) foi
a técnica mais utilizada para investigacao de espécimes fecais, oriundos de
casos de gastroenterite aguda, com inumeros relatos da presenca de
pequenos virus ndo-cultivaveis. Inicialmente, a semelhanca morfolégica das
particulas com outros virus da familia Picornaviridae fez com que estes
agentes fossem classificados dentro desta familia. Entretanto, observacfes

posteriores da existéncia de uma proteina estrutural predominante e da
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presenca de depressdes em forma de calice na superficie das particulas,
alteraram a classificacdo destes virus para a familia Caliciviridae, modificacao
esta ratificada em 1990, a partir da clonagem e caracterizacdo do genoma do
Norwalk virus (MADELEY & COSGROVE, 1976; GREENBERG et al., 1981;
Xl etal., 1990; ICTV, 2009).

Atualmente a familia Caliciviridae é dividida em cinco géneros:
Norovirus, Lagovirus, Saporovirus, Nebovirus e Vesivirus. Os virus do género
Norovirus - cujo prototipo é a espécie Norwalk virus- e Sapovirus infectam
principalmente seres humanos, enquanto os demais infectam animais como

bovinos, coelhos, felinos e suinos (ICTV, 2009).

Alguns esquemas de classificacdo baseados no genoma destes virus
ja foram propostos. Com o intuito de estabelecer critérios mais precisos, para
a classificacdo dos norovirus, foi realizado um estudo no qual foram
analisadas 164 sequéncias completas da proteina VP1, incluindo todas as
sequéncias dos cinco genogrupos, disponiveis nesta ocasido. De acordo com
o percentual de similaridade dos aa, foram propostos trés niveis de
classificacdo: Genogrupo (44,9% — 61,4%), Gendtipo (14,3% — 43,8% e
Estirpe (0% — 14,1%). Deste modo, a analise de sequéncias completas do
gene que codifica a proteina VP1 (ORF2) classifica 0os norovirus em cinco
genogrupos (GI-GV, dos quais Gl, Gll e GIV foram encontrados em humanos,
Glll em bovinos e GV em murinos) e 29 gendétipos (quadro 1). Assim, cada
genogrupo é formado por gendtipos e cada gendtipo é formado por estirpes
com elevada similaridade entre suas sequéncias, ou seja, 0S genotipos sao
constituidos por amostras que apresentam elevada similaridade de
nucleotideos (nt) e aminoacidos (aa) (ZHENG et al., 2006).



Quadro 1: Genogrupos e genétipos dos norovirus.

No. de | No. de
Genogrupo | Hospedeiro | sequéncias Genobtipos
analisadas
Gl Humano 30 8
Gl Humano/Suino 121 17
Gl Bovino 9 2
GIV Humano 3 1
GV Murino 1 1
Total 164 29

Adaptado de Zheng et al., 2006.
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Os norovirus sao particulas que apresentam 26 a 37 nm de diametro,

capsideo icosaédrico e ndo contém envelope (BULL et al., 2005). O genoma é
constituido de uma molécula de RNA de fita simples de polaridade positiva,

com aproximadamente 7,6Kb, o qual estd covalentemente ligado,

na

extremidade 5’°, com uma proteina designada VPg, componente presente no

virion, em menor quantidade (GREEN et al., 2007).

O genoma é organizado em trés fases abertas de leitura — ORFs -
(Open Reading Fames): ORF1, ORF2 e ORF3 (figura 1). Possui também uma

regido ndo traduzida, tanto na extremidade 3’, quanto na extremidade 5’ e

uma cauda poli (A) na extremidade 3’ (GREEN et al., 2007).
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RNA Gendmico (7,6kb) ORF3
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Figura 1: Organizagdo do genoma dos norovirus e mapa de clivagem proteolitica da

poliproteina precursora codificada na ORF 1. Adaptado de Green et al., 2007.

A ORF1 codifica uma poliproteina que, apés clivagem proteolitica, gera
as proteinas nao-estruturais designadas NS1-2, NS3, NS4, NS5, NS6 e NS7.
A NS1-2 e a NS4 ainda ndo tem uma funcdo conhecida. A NS3 atua como
uma trifosfatase; a NS5, provavelmente, na sintese de novas moléculas de
RNA viral, quando d& origem a VPg; a NS6 como uma protease viral e a NS7
como uma RNA polimerase - RNA dependente (RpRd) (GREEN et al., 2007).

A ORF2 codifica a principal proteina do capsideo, denominada VP1.
Esta proteina se dobra em dois dominios principais, denominados S e P. Os
225 aminoacidos da extremidade N-terminal formam o dominio S, que é mais
interno e préximo ao genoma, possuindo ainda elementos fundamentais para
a formacao e manutencao do capsideo icosaédrico (figura 2). Ja o dominio P,
mais externo, compreende os demais aminoacidos da extremidade C-terminal
e esta dividido em dois sub-dominios designados P1 e P2. Ambos interagem
aumentando a estabilidade do capsideo e formando as protusdes do virion.
Ha ainda uma regido hipervariavel no sub-dominio P2, a qual exerce um
papel importante na diversidade das estirpes, na imunogenicidade e na

interagéo com o receptor celular (CHOI et al., 2008).
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Figura 2: Organizacdo da estrutura icosaédrica do capsideo dos norovirus. N: extremo N-
terminal, C: extremo C-terminal; S: dominio S; P: dominio P; P1 e P2: subdominos P1 e P2.
Adaptado Choi et al., 2008.

A ORF3 codifica uma proteina estrutural menor denominada VP2, a
gual parece desempenhar um papel regulatério importante nos eventos de
replicacdo viral, essencial para a sintese de particulas infecciosas. A VP2
atuaria, ainda, na encapsidacdo do RNA gendmico e na estabilizacdo da VP1,
produzindo deste modo, particulas resistentes a degradacdo proteolitica
(HARDY, 2005).

2.1.3 REPLICACAO VIRAL

A estratégia de replicagdo dos norovirus apresenta caracteristicas que
sdo compartilhadas por outros virus de RNA de fita positiva, porém, existem
ainda, algumas etapas pouco compreendidas. Os norovirus reconhecem
como receptores celulares, os chamados antigenos dos grupos histo-
sanguineos humanos (HBGAS). Estes receptores s&o carboidratos
complexos, compostos por 3 a 8 monossacarideos ligados a proteinas e
lipideos. S&o encontrados na superficie de células sanguineas, células

epiteliais das mucosas dos tratos respiratorios, genitourinario e digestivo, ou
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ainda, como oligossacarideos livres, presentes em fluidos biol6égicos tais
como saliva e leite (GREEN et al., 2007; CHOI et al., 2008).

Inicialmente, o virion se liga, pelos residuos do subdominio P2 da
proteina VP1, aos receptores celulares HBGAs, na superficie das células
epiteliais intestinais. Ocorre a internalizacdo da particula viral, um processo
supostamente dependente de receptor, e subsequentemente, o RNA
gendmico € liberado dentro do citoplasma celular (descapsidacdo). A
replicacdo do RNA viral ocorre no citoplasma, assim como para os demais
virus de RNA de fita positiva (GREEN et al., 2007).

O inicio da traducao ocorre pela interacdo do genoma viral, ligado a
proteina VPg, com a maquinaria de traducdo celular. A ORF1 codifica uma
grande poliproteina, a qual sera processada em proteinas maduras (proteinas
nao estruturais), pela clivagem por uma protease viral. Com a progressao do
ciclo replicativo, ocorre a sintese de uma fita de RNA anti-sense (negativa) a
partir do molde do genoma viral, em processo supostamente mediado por
interagBes com proteinas celulares. Essa fita negativa serve como molde para
a transcricdo de dois outros tipos de fitas positivas, as novas fitas do RNA
genbmico e do RNA subgenémico. Este uUltimo dard origem as proteinas
estruturais VP1 e VP2, traduzidas tardiamente e que sdo essenciais para a

montagem das novas particulas virais (GREEN et al., 2007).

A montagem, maturacdo e liberacdo das particulas virais sdo etapas
ainda pouco compreendidas e descritas, para 0s norovirus. A proteina VP2 é
mencionada como essencial para a producédo de particulas infecciosas e a
apoptose, associada a mudangas na estrutura da membrana celular, pode ser
um dos mecanismos que favorece a liberagdo da nova progénie viral (GREEN
et al., 2007).



28

2.1.4 PATOGENESE

A falta de um sistema hospedeiro (animais e culturas celulares)
apropriados para o cultivo dos norovirus humanos dificultou a compreenséo
da patogénese destas infeccdes. Sendo assim, 0 que se conhece sobre o
assunto é proveniente de estudos com voluntarios humanos e com norovirus
murinos ou outros calicivirus animais (GUO et al., 200; STRAUB et al., 2007).

Os norovirus sdo estaveis em ambientes acidos, atravessam o
estbmago e atingem o intestino delgado. O sitio primério de replicacdo dos
norovirus no organismo humano parece ser a por¢ao jejunal do intestino
delgado (DOLIN et al.1971; AGUS et al., 1973).

Em bidpsias de voluntarios, obtidas durante a fase aguda da doenca,
foram observadas anormalidades na mucosa intestinal dos pacientes,
principalmente, desorganizacdo das células epiteliais e achatamento das
vilosidades intestinais. Observou-se, também, uma dilatacdo do reticulo
endoplasmatico liso e rugoso, com concomitante aumento do numero de
corpos multivesiculados e reducdo significativa da atividade enziméatica
intestinal, durante a doenca, 0 que é coerente com as lesGes histoldgicas
descritas. Duas semanas apds a inoculacdo, novas bidpsias foram feitas e
revelaram que a mucosa de todos os pacientes e a atividade enzimatica
haviam voltado ao estado ais como anormal (DOLIN et al.1971; AGUS et al.,
1973). Desse modo, as alteragcfes histopatologicas na mucosa intestinal dos
infectados, tais como alargamento e achatamento de Vvilosidades,
vacuolizacdo citoplasmatica e alteragdes transitorias na producdo de enzimas
digestivas, envolvidas no metabolismo de gorduras e acgUcares, Ssao
supostamente 0s mecanismos que acarretam prejuizos na funcdo absortiva
de agua e eletrélitos, induzindo, por conseguinte, o quadro de diarreia
(LOPMAN et al., 2002). Em outros estudos, ainda com voluntarios, verificou-
se que o periodo de incubacgéo é curto, com variacdo de 10 a 51 horas. No
entanto, em surtos de diarreia aguda pode ser de 24 a 48 horas, (DOLIN et
al.1971; GREEN et al., 2007).
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Os norovirus sao excretados do hospedeiro infectado pelas fezes. No
entanto, com a utilizacdo de técnicas de Imunomicroscopia eletrénica (IME) e
Reacdo em Cadeia da Polimerase Precedida de Transcricdo Reversa (RT-

PCR), sua presenca também foi detectada em vémitos (O’'NEILL et al., 2001).

O periodo de infecciosidade viral ainda ndo esta bem definido. Estudos
clinicos reportaram que a excre¢cdo comeca cerca de 15hs apls a
administrac@o oral, com pico de excre¢cdo maxima em 25 a 72hs. Entretanto,
a presenca dos norovirus ja foi demonstrada em amostras fecais de 10 dias
(HOHNE et al., 2004), 12 dias (O'NEILL et al., 2001), 22 dias (ROCKX et al.,
2002) e 47 dias (MURATA et al., 2007), apés o desaparecimento dos
sintomas. Além disso, em pacientes imunocomprometidos observou-se uma
excrecdo prolongada do virus, por mais de 120 dias (KAUFMAN et al., 2003).
A carga viral excretada varia de 10" a 10® particulas/g de fezes, sendo a dose

infectante menor que 100 particulas virais (GREEN et al., 2007).

2.1.5 MANIFESTACOES CLINICAS

A sintomatologia da doenca diarréica aguda provocada pelos norovirus
€ caracterizada, sobretudo, pela presenca de nauseas, vomitos e diarreia
acompanhada ou ndo de dor abdominal, cefaléia e febre. Tais manifestacdes
podem surgir de forma abrupta ou gradual e, em geral, persistem de 3 a 5
dias (ROCKX et al., 2002; GREEN et al., 2007).

A infeccdo é geralmente autolimitada e com maior morbidade quando
associada a diversos fatores como: idade do paciente, subnutricdo, co-
infeccdes e uso inadequado de antibidticos. Essas condicbes podem acarretar
numa diarreia persistente, que resulta em desidratacdo grave (SANTOSHAM
et al., 2010). Complicagcbes clinicas podem ocorrer em criancas e idosos,
devido a maior sensibilidade a deplecéo de volume e, também, em situacdes

de grande estresse ou em imunocomprometidos (MATTNER et al., 2006).
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Geralmente, o principal sintoma da doenca no adulto € a diarreia,
enquanto que nas criangas é o vomito, menos frequente, entre os menores de
um ano de idade (ROCKX et al., 2002; ARIAS et al., 2010). Estudos
realizados no Brasil, com criancas infectadas pelos norovirus, confirmaram
gue o vomito é a principal manifestacao clinica, seguido da diarreia, com
presenca de febre e muco nas fezes (RIBEIRO et al.,2008; FERREIRA et al.,
2010).

2.1.6 IMUNIDADE

Os estudos sobre imunidade das infec¢cdes causadas pelos calicivirus
sdo divididos em trés periodos: (1) o periodo 1972-1978, caracterizado por
estudos com voluntarios humanos; (2) o periodo de 1978-1990, marcado pelo
desenvolvimento e implementacdo de ensaios de fase sélida, com antigenos
virais; e (3) o periodo de 1990 até o presente, que compreende a utilizacao de
técnicas moleculares e o advento da expressédo das proteinas do capsideo
viral em vetores, tais como, o baculovirus e o virus da encefalite equina
venezuelana, o que permitiu a producdo das chamadas particulas virus-like
(VLPs) (PATEL et al., 2009; DONALSON et., 2010).

A imunidade protetora para a norovirose tem sido um topico muito
debatido, com relatos conflitantes na literatura. Alguns estudos sugerem a
existéncia de uma imunidade de curta duracdo e gendtipo-especifica, ao
passo que outros reportaram um perfil de imunidade mais duradouro (DOLIN
et al.1971; AGUS et al., 1973; LINDESMITH et al.,2005; DONALSON et.,
2010).

Pouco se sabe sobre a resposta imune elicitada pela infecgcdo com
norovirus, uma vez que muitos reagentes requeridos para estudar essas
importantes questdes ainda estdo indisponiveis. Assim, as informacfes que

dizem respeito a resposta imune induzida por estas infec¢cdes foram obtidas
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por experimentos de desafio em voluntarios humanos e, também, por estudos
dos surtos relatados da doenca (AGUS et al., 1973; DONALSON et., 2010).

Os primeiros estudos, envolvendo voluntdrios humanos adultos,
revelaram um alto grau de susceptibilidade, tanto a doenca natural, quanto a
doenca experimentalmente induzida (DOLIN et al.1971; AGUS et al., 1973).
Nos estudos, que utilizaram as VLPs na imunizacdo oral dos individuos,
observou-se que essas particulas elicitaram uma resposta imune mediada por
células, incluindo respostas proliferativas virus-especificas. Ocorreu um
aumento significativo na secregao de IFN-y e interleucina 2 (IL-2), mas n&o de
interleucinas 6 (IL-6) e 10 (IL-10), aumentando também a ativacdo de
macréfagos e a producdo de subclasses de 1gG, que favorecem a
opsonizacdo viral. Isto sugere, portanto, um dominio na producdo de
citocinas, voltadas para o perfil de resposta Thl. Ja com relacdo a resposta
humoral, foi relatado uma producéo significativa de 1gG sérica, além de uma
resposta de mucosa do tipo IgA (TACKET et al.,, 2003; LINDESMITH et
al.,2005).

Seguindo-se ao desafio de voluntarios com 0s norovirus humanos
foram observados trés tipos de resposta: 1) resisténcia, apesar dos desafios
repetidos; 2) desenvolvimento de uma imunidade protetora; e 3)
susceptibilidade, apesar de desafios repetidos. Dois mecanismos de
resisténcia a infec¢do foram sugeridos: 1) resisténcia genética, mediada pela
inativacdo do gene FUT 2 (localizado no cromossomo humano 19), que
acredita-se ser codificante para a enzima envolvida na producdo de
carboidratos constituintes dos receptores HBGAS, a a (1,2) fucosiltransferase
e 2) imunidade adquirida, caracterizada pela rapida producdo de IgA virus-
especifica (LINDESMITH et al.,2005).

As VLPs sao particulas que apresentam propriedades morfologicas e
antigénicas, similares as particulas selvagens de norovirus, e tem sido muito
utilizadas como antigenos para mensurar respostas por anticorpos para as
infeccbes, bem como imunogenos para produzir soro animal hiperimune.
(PANTEL et al.,2009; DONALSON et., 2010).
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2.1.7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Os norovirus séo de dificil cultivo, 0 que compromete a obtencdo de
massa viral para a producao de antigenos e anticorpos especificos (JIANG et
al., 2000; HOHNE et al., 2004; STRAUB et al., 2007)

Assim, devido a auséncia dos métodos soroldgicos, durante muitos
anos, a presenca de norovirus foi avaliada, pelo emprego de outros métodos,

tais como: ME, IME e radioimunoensaio (RIA).

A ME é um método classico para identificar virus entéricos em
amostras fecais, mas € inviavel para estudos epidemiolégicos e clinicos,
tendo em vista 0s custos com equipamentos e microscopistas qualificados.
Além disso, o pequeno numero de particulas virais com morfologia
caracteristica, presentes nas amostras fecais, dificulta a sua utilizacdo como
metodologia de diagndstico para as infec¢cdes pelos norovirus (ATMAR &
ESTES, 2001).

A IME, realizada com soros de pacientes convalescentes, foi também
uma importante metodologia utilizada. Este ensaio possui maior sensibilidade
para deteccdo viral, quando comparado a ME, mas também tem sua
aplicacao limitada em estudos epidemiologicos (ATMAR & ESTES, 2001;
ROCKX et al., 2002).

O RIA foi desenvolvido como alternativa a IME, para a deteccdo de
antigenos de norovirus nas fezes, tendo sido uma técnica muito utilizada, nos
estudos de soroprevaléncia e na investigacao dos surtos de doenca diarréica
(BLACKLOW et al., 1979).

Os ensaios imunoenzimaticos (EIE) s6 foram desenvolvidos apds o
estabelecimento da estratégia de produgdo das VLPs em células infectadas
com baculovirus recombinante, o que tornou possivel a producdo de soro
hiperimune para ser usado em imunoensaios, visando a deteccdo de
antigenos virais (JIANG et al., 1992a; HERRMANN et al., 1995). Atualmente,
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existem testes disponiveis, inclusive kits comerciais de EIE, além um teste
imunocromatografico, para o diagndstico destes virus, diretamente das fezes
(Dako Cytomation, Ely, UK 2001; Denka Seiken, Tokyo, Japan 2002; R-
biopharm AG, Germany 2004;2010). Apesar da baixa sensibilidade do EIE,
gquando comparado a outras técnicas moleculares, este método é aplicavel
para a triagem nos surtos da doenca, principalmente por ser uma técnica
rapida, que permite uma andlise simultanea de grande numero de amostras
(HERRMANN et al., 1995; JIANG et al., 2000; CARDOSO & BORGES, 2005;
BRUINS et al., 2010). No entanto, para uma andlise mais criteriosa, testes
mais sensiveis e especificos, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase
Precedida de Transcricdo Reversa (RT-PCR) devem ser aplicados nas
amostras que apresentaram resultado negativo por EIE (RICHARDS et al,
2003; CARDOSO & BORGES, 2005).

A RT-PCR é considerada, atualmente, o ensaio diagndstico mais
sensivel para a deteccdo dos calicivirus humanos. Apresenta uma
sensibilidade de deteccdo de cerca de 10% a 10° particulas virais/mL, sendo
capaz de detectar o virus até duas semanas ap0s inicio da infeccao, ou seja,
mesmo apos a resolucao dos sintomas (ATMAR E ESTES, 2001; LOPMAN et
al, 2002; MORILLO et al.,2008).

A primeira descricdo de RT- PCR para deteccdo dos norovirus foi
realizada no Texas, EUA por Jiang et al. (1992b). Posteriormente, foi
observado um grande avanc¢o nos estudos epidemioldgicos para identificacao
dos surtos e casos esporadicos da doenca diarréica envolvendo 0s norovirus.
Além disso, foi constatada a enorme diversidade genética destes virus, o que
inviabiliza a utilizagcdo das técnicas soroldgicas para a sua caracterizacgao,
requerendo-se para tal, as técnicas moleculares (ZHENG et al., 2006; PATEL
et al.,2009).

O sequenciamento completo do genoma dos calicivirus permitiu
desenhar e produzir os iniciadores utilizados nas técnicas de RT-PCR (JIANG
et al., 1993; DINGLE et al., 1995; LOPMAN et al., 2002) para a deteccéo e
caracterizagdo dos norovirus, de acordo com sua diversidade genética
(FANKHAUSER et al., 2002; VINJE, HAMIDJAJA & SOBSEY, 2004). Até o

momento ndo foram descritos iniciadores capazes de detectar todos os
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genogrupos de norovirus em uma Unica reacdo. Desta forma, diferentes
protocolos de RT-PCR tem sido propostos, que utilizam misturas de
iniciadores especificos, para os diferentes genogrupos humanos (Gl, GllI,
GIV). Esses iniciadores amplificam diferentes regides do genoma, como a do
gene da RNA polimerase-RNA dependente (ORF1), a da juncdo da ORF1-
ORF2 (regido B), que sdo as mais conservadas, e também, a do dominio
amino-terminal, codificante da proteina do capsideo na ORF2 (regido D)
(Figura 3) (ANDO et al., 1995; VINJE, HAMIDJAJA & SOBSEY, 2004; ZHENG
et al., 2006).

Vérias pesquisas demonstraram que os iniciadores desenhados para a
regido D do genoma viral funcionam bem para a caracterizagdo dos norovirus
nos genogrupos | e Il (figura 3) (VINJE, HAMIDJAJA & SOBSEY, 2004;
ZHENG et al., 2006).

Wang et al, 1991 Fankhauser | Regiae C I I Regide D |
Ando et al, 1995
' et al, 2002 _
G.re.ein et al, 1995 Green et al, 1995 Vinjé et al, 2004
Vinjé et al, 1996 Noel et al, 1997
Le Guyader et al, 1996 Vinjé et al, 2000
Jiang et al, 1999 Koijima et al, 2002

Figura 3: Representacdo esquemética do genoma dos norovirus mostrando as regides alvos
amplificadas pelas diferentes RT-PCR. Adaptado de Vinjé, Hamidjaja & Sobsey, 2004.

A introducdo da Reacédo em Cadeia pela Polimerase em Tempo Real
(QPCR) representou um grande avangco sobre a PCR tradicional, por
apresentar maior reprodutibilidade, especificidade e sensibilidade, visto que é
capaz de detectar até 10 coOpias do transcrito (KAGEYAMA et al., 2003;
HOHNE et al., 2004; TRUJILLO et al., 2006). Nessa metodologia, a deteccao
e quantificacdo das particulas virais sdo realizadas em tempo real e com

menor risco de contaminacao pos-reacdo, de modo que a etapa mais critica e
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trabalhosa do processo passa a ser a extragcao do acido nucléico (SOARES et
al., 2007). Estudos comparativos entre as técnicas de gPCR e da PCR
convencional ja foram realizados e resultados similares para a deteccédo dos
NoV foram relatados (FERREIRA et al., 2008).

2.1.8 EPIDEMIOLOGIA

Os norovirus penetram no organismo humano pela via oral,
principalmente, pela ingestdo de alimentos e agua contaminados. No entanto,
a transmisséo pode ocorrer, também, pelo contato pessoa-pessoa ou mesmo
por aerossois produzidos durante os vomitos (LOPMAN et al. 2002). Estes
virus resistem a niveis de cloragdo da &gua menores que 10 ppm, a
ambientes de pH acido e a variacfes de temperaturas. Assim, a transmissao
dos norovirus pode ser potencializada pela utilizacdo de agua contaminada,
seja para o consumo, recreacao, producdo de gelo comercial ou criacdo de
frutos do mar, destinados ao consumo humano, tais como ostras e mexilhdes
(CDC, 2005).

Estudos de surtos e casos esporadicos de infeccdo pelos norovirus
revelaram taxas de prevaléncia muito variadas, dependendo do pais, da
populacado estudada e também dos métodos de deteccéao utilizados (PATEL et
al., 2009).

A associacdo dos norovirus como agente etiologico de casos
esporadicos de doenca diarréica aguda ja foi documentada em diversos
paises. Assim, estudos realizados na Europa, nos EUA e no Canada
revelaram indices de deteccédo que variaram de 5% a 36% (BON et al., 1999;
PANG et al., 1999; DE WIT et al.,, 2001; OH et al., 2003; ZINTZ al., 2005;
EDGE et al., 2006; AMAR et al., 2007; COLOMBA et al., 2007; FERNANDEZ
et al., 2010). Pesquisas realizadas em paises asiaticos, como india, Coréia do
Sul, Madagascar, Hong Kong, Tailandia, Vietna, Malasia e Japéao, relataram
indices de deteccdo de 5,4% a 16,7% (LAU et al.,, 2004; HANSMAN et al.,
2004a; 2004b; MONICA et al., 2007; PAPAVENTSIS et al., 2007; KHAMRIN
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et al., 2007; YOON et al., 2008; ONISHI et al., 2008), enquanto em paises
africanos como Egito, Tunisia, Gana, Botswana, Tanzania e Africa do Sul as
taxas de deteccdo variaram de 2,5% a 26% (WOLFAARDT et al.,, 1997;
MOYO et al., 2007; SILVA et al., 2008; KAMEL et al., 2009; SDIRI-LOULIZI et
al., 2009; MATTISON et al., 2010).

Na América Latina, estudos epidemioldgicos envolvendo a investigacado
de casos esporadicos de doenca diarréica, associados aos norovirus, ainda
S80 escassos e representados, principalmente, por pesquisas realizadas no
Brasil, Argentina, Peru, Venezuela e Chile, cujos indices de deteccao
variaram de 5,5% a 39,7% (O'RYAN et al., 2000; BERECIARTU, BOK &
GOMEZ, 2002; PARASHAR et al., 2004; RODRIGUEZ-GUILLEN et al., 2005;
BORGES et al.,, 2006; CASTILHO et al.,, 2006; VICTORIA et al., 2007;
NAKAGOMI et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008; FERREIRA et al., 2010).

Em relagcdo & populacdo pediatrica, os norovirus tem sido descritos
como causa de, aproximadamente, 12% (intervalo de 4,4 - 30,7%) dos casos
esporadicos de doenca diarréica severa, que acomete criangas
hospitalizadas, menores de 5 anos de idade, em todo mundo (PATEL et al.,
2008; KHAN & BASS et al.,2010).

Existem poucos estudos das infec¢bes por norovirus associadas a
pacientes imunocomprometidos. Nestes, a doenca se manifesta com o
sintoma de diarreia aguda e/ou crbnica, apresentando, caracteristicamente,
um grau mais elevado de gravidade e periodo prolongado de excrecédo do
virus (KAUFMAN et al., 2003; MATTNER et al., 2006). Na Venezuela, em
estudo envolvendo adultos e criancas HIV positivos, com e sem sintomas de
doenca diarréica, evidenciou-se o envolvimento de calicivirus em 12% dos
adultos e em 51% das criangas analisadas, revelando assim a importancia
destes virus, também como patégenos oportunistas (RODRIGUEZ-GUILLEN
et al., 2005).

Desde a aplicacdo dos métodos moleculares, os norovirus tém sido
bem documentados como os principais agentes etiologicos causadores de
surtos epidémicos de doenca diarréica ndo-bacteriana, em individuos de
todas as idades, no mundo todo (FANKHAUSER et at.,, 2002; CDC, 2005;
TUAN et al, 2010). Tais surtos acometem, principalmente, pessoas

institucionalizadas, tais como individuos em acampamentos, areas reacionais,
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escolas, creches, asilos, cruzeiros maritimos, restaurantes, areas militares e
pacientes hospitalizados (FANKHAUSER et at., 2002; CDC, 2005).

Atualmente, o0s norovirus s&8o considerados responsaveis por,
aproximadamente, 50% de todas as epidemias de gastroenterites ocorridas
no mundo todo (PANTEL et al., 2009; KOOPMANS, 2009; TUAN et al., 2010)
0 que propicia ao desenvolvimento de pesquisas mais direcionadas aos
surtos da doenca.

Os norovirus possuem alto potencial de infecciosidade, o que
associado a confluéncia de fatores, tais como: o elevado nimero de infeccdes
assintomaticas, o prolongado periodo de excre¢cdo apds o término dos
sintomas, a elevada resisténcia dos virus fora do hospedeiro e imunidade de
curta duracdo, contribuem para o carater explosivo dos surtos de origem
alimentar (PATEL et al., 2009).

Na epidemiologia das infecc6es por norovirus, o papel dos alimentos
na transmissao do virus tem sido demonstrado pelo aumento do niamero de
surtos associados ao consumo de alimentos contaminados, principalmente,
os alimentos frescos e os frutos do mar (FANKHAUSER et al., 2002; CDC,
2005; TUAN et al., 2010). Nos Estados Unidos, onde ha um sistema eficiente
de vigilancia dos surtos de doenca diarréica, conduzidos pelo CDC, estima-se
gue 40% dos 23 milhGes de casos ja relatados, estejam associados a
ingestdo de alimentos contaminados com norovirus. Dados de surtos de
doenca diarréica de origem alimentar com fonte conhecida de contaminacéo,
ocorridos nos EUA durante os anos de 1990 a 2005, indicaram que estes
virus foram a causa mais comum de surtos associados a produtos frescos,
como saladas e vegetais frescos (CDC, 2005; DEWAAL et al., 2007).

Em setembro de 2005, apos o desastre do furacdo Katrina, que atingiu
o estado do Texas, mais de 24 mil pessoas tiveram diarreia causada por agua
e alimentos contaminados. Dentre todos os casos ocorridos, 18% foram
causados por virus, sendo que o norovirus foi o agente etiolégico
responsavel, em cerca de 50% deles (CDC, 2005).

O expressivo envolvimento destes virus na etiologia dos surtos de
doenca diarréica foi confirmado por relatos em diferentes paises, tais como
Japao, China, paises da Europa, Canada, paises do continente asiatico, do
continente americano e também da Africa (FANKHAUSER et al., 2002;
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LOPMAN et al., 2004; ROCKX et al., 2002; TAYEB et al., 2008; ONISHI et
al., 2008; GUO et al., 2009; KAMEL et al., 2009).

Na Ameérica Latina, estudos realizados na Argentina, apontaram 0s
norovirus como responsaveis por oito surtos ocorridos em 2004 e sete surtos
ocorridos entre 2005 e 2006. Estes estudos evidenciaram a circulagcédo de
amostras dos genogrupos Gl, Gll e GIV e mais especificamente, pertencentes
aos genotipos Gl.1, Gll.4, GIl.17 e GIV.1 (GOMES et al., 2007; 2008).

Apesar da co-circulagcdo de genogrupos ser um evento comum, cCOmo
evidenciado em trabalhos realizados em varios paises do mundo, as amostras
Gll séo predominantes, sendo a maioria das estirpes analisadas, do tipo Gll.4
(PANTEL et al., 2009; ARIAS et al., 2010). Estes dados reforcam estudos
anteriores que mostraram que a prevaléncia de anticorpos anti-Gll € maior
gue a de anticorpos anti-Gl (NOEL et al., 1997; LOPMAN et al., 2004).

No Chile foram detectados anticorpos anti-NoV em até 91% das
criancas e adultos analisados (O'RYAN et al.,, 1998;1999). Um estudo de
soroprevaléncia realizado na Venezuela relatou taxas de anticorpos anti-Nov
em 47% a 53% da populacéo urbana de Caracas, capital do pais; de 83% na
populacéo rural e de 73% a 93% na populacao indigena (PUJOL et al., 1998).

Estudos soroepidemioldgicos realizados no Brasil demonstraram a
ampla circulacdo dos norovirus em diferentes populacdes. Numa pesquisa
realizada com criancas menores de 4 anos, de comunidades carentes do
estado do Ceara, a prevaléncia de anticorpos anti-NoV foi de 71%, enquanto
gue em outra pesquisa, realizada em oito comunidades indigenas da
Amazonia, a presenca de anticorpos anti-Nov foi detectada em mais de 90%,
em 5 destas comunidades (TALAL et al., 2000; GABBAY et al., 1994).

No Brasil, a investigacdo dos norovirus associados a doenca diarréica
aguda tem se concentrado, principalmente, nos grandes centros urbanos,
como Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Brasilia, Goiania, Bélem, Fortaleza, Recife,
Salvador, Vitéria e Porto Alegre (CASTILHO et al., 2006; VICTORIA et
al.,2007; CAMPOS et al., 2008; FERREIRA et al., 2008; NAKAGOMI et al.,
2008; BARREIRA et al.,2010; GEORDIADIS et al., 2010). Um dos primeiros
estudos que relatou a ocorréncia de calicivirus em casos de diarreia aguda,
foi realizado por Timenetsky et al. (1993), que analisaram amostras fecais

provenientes de 193 criancas menores de 5 anos, atendidas no Hospital das
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Clinicas, em Sao Paulo, com ou sem sintomas de doenca diarréica, tendo
sido detectado 1% de casos positivos.

Um dos primeiros surtos relatados ocorreu em 1995, em Séo Paulo, e
acometeu, aproximadamente, 3500 pessoas (CVE/SES-SP, 1995). As
amostras fecais destes pacientes foram analisadas por IME, e foram
detectadas particulas virais, com morfologia de SRSV (Small Round Virus
Particles), identificadas como Norwalk virus (TANAKA et al.,, 1996).
Posteriormente, a andlise destas amostras, por PCR e sequenciamento,
permitiu a caracterizagdo das mesmas como norovirus do genogrupo Il
(TIMENETSKY et al.,1996).

Parks et al. (1999) foram os primeiros a evidenciar a diversidade
antigénica e genética dos norovirus, no Brasil. Neste estudo, os norovirus
foram detectados em 7% dos casos analisados, envolvendo criangas com e
sem diarreia e criangcas hospitalizadas com diarreia persistente. O
sequenciamento das amostras positivas, detectadas por RT-PCR, identificou
a circulacdo de 8 gendtipos: 5 pertencentes ao genogrupo | e 3 pertencentes
ao genogrupo Il. Essa diversidade de amostras, circulando em individuos da
mesma comunidade, indicou a existéncia de multiplos focos de infeccéo.

O primeiro relato de norovirus, associado a surto de diarreia em
creche, no Brasil, foi descrito por Gallimore et al. (2004), quando estes virus
foram detectados em trés dos quatro surtos ocorridos em uma creche na
cidade do Rio de Janeiro. Somente amostras GllI foram detectadas, com
prevaléncia variando de 23% a 67%. No primeiro e no segundo surto, a
maioria das amostras positivas foi caracterizada como Gll/4, enquanto que no
terceiro, a maioria das amostras pertencia ao genaétipo GlI/3.

Estudos realizados em diferentes regiées do pais, entre os anos de
1995 a 2010, revelaram o envolvimento dos norovirus em surtos e casos
esporadicos da doenga, acometendo criangas e adultos, hospitalizados ou
ndo. Tais estudos revelaram a co-circulagdo de norovirus Gl e Gll, uma
grande diversidade de genotipos, a co-infeccdo de individuos com diferentes
estirpes e, ainda, a ocorréncia de infecgcbes mistas com rotavirus (CASTILHO
et al., 2006; SOARES et al., 2007; VICTORIA et al., 2007; CAMPOS et al.,
2008; FERREIRA et al., 2008; NAKAGOMI et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008;
BARREIRA et al.,2010; GEORDIADIS et al., 2010; FERREIRA et al., 2010).
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Em relacdo a sazonalidade destas infec¢Bes, os casos esporadicos e
0s surtos da doenga podem ocorrer ao mesmo tempo, tendo sido observados
alguns padrdes (LOPMAN et al., 2004, PANTEL et al., 2009) que, no entanto,
diferem nos hemisférios norte e sul. No hemisfério norte foi relatado que a
doenca diarréica causada por norovirus é mais comum no inverno e inicio da
primavera (FROGGATT et al., 2004; BON et al., 2005), enquanto que no
hemisfério sul, os surtos foram observados mais frequentemente durante a
primavera e o verdo (PARASHAR et al.,, 2004; MARSHAL et al.,, 2003).
Entretanto, no Brasil, alguns estudos, sobretudo quando casos esporadicos
da doenca foram avaliados, ndo demonstraram um perfil de sazonalidade
para estas infeccbes, as quais ocorreram em diferentes meses do ano
(BORGES et al.,, 2006; SOARES et al., 2007; NAKAGOMI et al.,2008;
FERREIRA et al., 2010).

Do ponto de vista ecoldgico, por serem excretados nas fezes de
individuos infectados, os norovirus tem grande potencial para contaminagao
ambiental. Este tipo de investigacdo tem-se tornado cada vez mais
promissora, frente ao desenvolvimento de métodos mais sensiveis, que
permitem a detecc¢édo viral direta em diferentes matrizes e também, por causa
da crescente exigéncia de controles microbiolégicos (FUMIAN et al, 2009).
Neste contexto, pesquisas ambientais realizadas no Brasil, ja evidenciaram a
presenca de norovirus humanos em 5,8% das cole¢des de agua analisadas,
localizada nos arredores da cidade de Manaus; em 23% das amostras
provenientes de esgoto tratado, agua do mar e &guas superficiais em
Floriandpolis; em 58% das cole¢Bes de agua de estacOes de esgoto tratado
no Rio de Janeiro e em 17,6% nas amostras de aguas residuais provenientes
de duas estacdes de tratamento de esgoto hospitalar, também localizadas na
cidade do Rio de Janeiro (MIAGOSTOVICH et al.,, 2008; VICTORIA et al.,
2010a; VICTORIA et al., 2010b; PRADO et al., 2011).
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2.1.9 TRATAMENTO E PROFILAXIA

N&o ha um antiviral especifico, para combater a infecgcdo provocada
pelos norovirus. O tratamento consiste, sobretudo, na reposicao
hidroeletrolitica para amenizar a perda de fluidos e eletrdlitos que ocorre,
consequentemente, aos episodios repetidos de vomitos e diarreia (GREEN et
al., 2007; SANTOSHAM et al., 2010).

A reposicdo hidroeletrolitica, por via oral ou intravenosa, depende da
severidade da desidratacdo e, consequentemente, do quadro clinico instalado
(PATEL et al., 2009). As solucdes orais de reidratacdo, tanto comerciais
guanto caseiras, devem proporcionar uma reposicdo adequada ao grau da
perda ocorrida. Nesse sentido, as solu¢cbes comerciais sao preferiveis por
serem mais padronizadas que as caseiras, sobretudo, se estas Ultimas néo
forem preparadas com a utilizacdo da colher medida apropriada (KOSEK et
al., 2003). Nos casos em que a desidratacao atinge maior gravidade, pode ser
ainda necessario associar a solucdo de reidratacao intravenosa, antipiréticos
e antiespasmodicos, dependendo do estado clinico do paciente
(SANTOSHAM et al., 2010). Ressalta-se, entretanto, que muitos dos casos da
doenca diarréica aguda causada pelos norovirus é branda, auto-limitada e

normalmente se resolve sem maiores complicagcées (PATEL et al., 2009).

A compreensdo dos mecanismos envolvidos na transmissdo dos
norovirus é de grande importancia para a prevencdo da doenca. As
noroviroses apresentam um curto periodo de incubagdo e alto poder de
transmissao, principalmente devido a persisténcia das particulas virais no
ambiente. Os norovirus podem ser transferidos de individuos com méaos
contaminadas, para até sete superficies limpas diferentes, podendo persistir
em superficies inanimadas secas, de 8 horas a sete dias, 0 que traz
implicacbes diretas na potencialidade de dispersédo da infeccdo e na origem
de surtos. O uso isolado de detergente é pouco efetivo na eliminacdo deste

virus, sendo necessaria a utilizacdo de solucdo de hipoclorito a 2% associada
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com detergente, para a adequada descontaminacdo de superficies (BARKER
et al, 2004; BRYCE et al., 2005; D"SOUZA et al, 2006).

Para a prevencéo da infeccdo sdo necessarios: a lavagem efetiva das
maos com agua e sabdo, consumo de agua tratada e filtrada, cuidado na
ingestao de alimentos ndo cozidos e, também, a interrupcdo da transmissao,

guando ja existe um foco infeccioso instalado (PATEL et al., 2009).

A vacinacado é um instrumento que podera ser utilizado para reduzir a
morbidade e a ocorréncia dos surtos agudos de doenca diarréica, tao
comumente associados a estes virus, e as VLPs de norovirus, compostas por
proteinas do capsideo viral, sdo promissoras candidatas. A expressao dessas
proteinas de norovirus em plantas como o tabaco, batatas e tomates ja foi
realizada com sucesso e alguns beneficios potenciais foram apontados
utilizando-se dessa estratégia de expressao. Entretanto, mais pesquisas sédo
necessarias para o desenvolvimento de novas e mais eficazes estratégias
preventivas e terapéuticas e, até o momento, ndo existe uma vacina
disponivel a populacdo, o que sera uma importante ferramenta para otimizar
as politicas de controle e prevencao da infec¢cdo causada por estes virus
(TACKET, 2005; ZHANG et al, 2006).

2.1.10 JUSTIFICATIVA

A doenca diarréica aguda impacta a saude publica de forma
globalizada, sobretudo, nos paises em desenvolvimento devido a alta
mortalidade na populacdo. Nos ultimos 50 anos, observou-se uma queda na
prevaléncia anual da mortalidade infantil de 13,6 (1955-1979) para 4,9 (1992-
2000), reducéo esta obtida, principalmente, pelo aumento na utilizacdo da
terapia de reidratacdo oral (TRO), do periodo de aleitamento materno e das
melhorias de saneamento e higiene da populacéo. Ainda assim, na década de

1990, aproximadamente, 2,5 milhdes de criancas menores de 5 anos
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morreram por complicagdes em decorréncia da doenca diarréica. Assim,
apesar da reducdo que vem sendo observada nas Ultimas quatro décadas,
esta doenca permanece como um importante agravo, ndo sO pela elevada
taxa de morbidade, como também pelo fato de que os episodios recorrentes
de diarreia podem repercutir no desenvolvimento e crescimento infantil.

Diferentes virus estdo envolvidos na etiologia da doenca diarréica,
mas, a recente utilizacdo de ensaios moleculares mostrou que 0S norovirus
estdo associados a mais de 90% dos casos de gastroenterites nao-
bacteriana.

Apesar das pesquisas realizadas em diferentes partes do mundo,
inclusive no Brasil, enfatizarem o expressivo papel dos norovirus na génese
da doenca diarréica, a escassez de exames diagndsticos, comercialmente
acessiveis aos laboratorios clinicos de microbiologia, limita o conhecimento
sobre o envolvimento destes virus nos casos desta doenca. Assim, a restricdo
na disponibilidade de métodos diagndsticos de rotina, rapidos e de baixo
custo, contribui para que diversos casos de diarreia aguda permanecam sem
uma definicdo etiol6gica e, consequentemente, que surtos e casos
esporadicos dessa doenca causada pelos norovirus ndo sejam esclarecidos.
Além disso, a restricdo dos estudos de ocorréncia e caracterizacdo dos
norovirus, aos laboratorios de pesquisas, subestima a real importancia
epidemioldgica destes virus no pais. Neste contexto, diferentemente do que é
observado para o0s rotavirus, a ocorréncia e as caracteristicas
epidemiolégicas da norovirose sdo praticamente desconhecidas pelos
profissionais e instituicdes da saude no nosso pais.

Assim, a investigacdo sobre os norovirus em Juiz de Fora € um
trabalho pioneiro, a partir do qual pretende-se contribuir com dados
epidemiologicos sobre esses agentes e a infeccdo causada por eles. A
caracterizacdo molecular das amostras detectadas permitirA conhecer os
tipos de norovirus circulantes na populacdo estudada, agregando
conhecimento aos dados ja obtidos por estudos, realizados em outras regides
do pais, os quais poderao ser utilizados pelas autoridades de saude, para o
desenvolvimento de estratégias de prevencado e controle da doencga diarréica

aguda.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a prevaléncia da norovirose e a influéncia de fatores climaticos
e demograficos sobre a ocorréncia da infeccdo, bem como realizar a
caracterizagcdo molecular das amostras de norovirus detectadas em Juiz de

Fora, Minas Gerais, no periodo de janeiro de 2008 a dezembro de 2009.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar, através da RT-PCR, a presenca de norovirus nos
espécimes fecais obtidos de criancas apresentando diarreia aguda.

- Determinar a distribuicdo mensal dos casos positivos, ao longo do
periodo estudado e avaliar a possivel influéncia de fatores climaticos e

demograficos na ocorréncia dos mesmos.

- Realizar a caracterizacdo molecular das amostras de norovirus
detectadas, para a determinagédo de seus genogrupos pela reacédo de PCR e

de gendtipos, a partir do sequenciamento parcial do genoma.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 AREA ESTUDADA

Este trabalho foi realizado em Juiz de Fora, cidade situada na Zona da
Mata do estado de Minas Gerais, regiao Sudeste do pais, que apresenta uma
area territorial de 1.435,66Km? e tem 517.872 habitantes (figura 4). Segundo
fontes oficiais, 98,9% da populacdo € servida de agua potavel e 97,7% do

esgoto recebe tratamento antes de ser dispensado (IBGE, 2010).
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Figura 4: Mapa representativo da regido da zona da Mata
Mineira.Fonte:http://www.minasgerais.net/diretorio/catima
ges/mapa-zonadamata.qgif.



46

O municipio possui o clima tropical de altitude, que caracteriza-se por
apresentar dois periodos bem definidos: o da estacdo Umida que vai dos
meses de outubro a abril, com temperaturas mais elevadas e maiores
precipitacdes pluviométricas e o da estacao seca, que abrange os meses de
maio a setembro, periodo de temperaturas mais baixas e com 0os menores
indices pluviométricos (Secretaria de Politica Urbana da PJF/Laboratério de
Climatologia Geografica e Analise Ambiental /JUFJF/2009).

4.1.2 AMOSTRAS FECAIS

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana
da Universidade Federal de Juiz de Fora (CEPH-UFJF), sob os pareceres de
N° 281/2006 e 049/2007 (anexos A, B, C e D).

As amostras fecais, obtidas apés assinatura do Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) pelos responsaveis dos menores,
foram enviadas, em ambiente refrigerado, ao Laboratério de Virologia do
DMPI /ICB-UFJF, onde receberam codificacdo e foram registradas de acordo
com a coleta, idade e sexo e procedéncia. Todas as amostras foram

estocadas sob refrigeracéo (-20 °C), até o momento de sua analise.

Para esse estudo transversal o Laboratério de Virologia do DPMI/ICB-
UFJF recebeu 218 espécimes fecais, todos provenientes de criangas com até
12 anos de idade, com sintomas de diarreia aguda, que foram atendidas em
servicos ambulatoriais de saude da rede publica e privada do municipio de
Juiz de Fora, no periodo de janeiro de 2008 a dezembro de 2009. Todas as
amostras foram previamente testadas e negativas para a presenca de outros
agentes virais (rotavirus, adenovirus entéricos e astrovirus), utilizando-se as

metodologias moleculares especificas.
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4.1.3 AMOSTRAS CONTROLE

Para a padronizacdo da técnica de RT-PCR e controle positivo dos
experimentos realizados foram utilizadas amostras de norovirus,
geneticamente caracterizadas e que foram gentilmente cedidas pelo Dr. José
Paulo Gagliardi Leite, chefe do Laboratério de Virologia Comparada e
Ambiental da FIOCRUZ-RJ. Agua livie de Dnase/Rnase (Invitrogen®) foi

utilizada como controle negativo.

4.1.4 OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES

Para deteccdo e caracterizacdo molecular dos norovirus foram
utilizados oligonucleotideos iniciadores, cujas sequéncias podem ser

consultadas no quadro 2.
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Quadro 2: Oligonucleotideos usados nas reacdes de PCR para deteccdo (a e b) e caracterizagédo

(c e d) dos norovirus.

Regido no | AMplicon-
Oligonucleotideos Sequéncia (5—3)° 9 regiao Referéncia
genoma
alvo
Mon 431° (+) 5093-5112
TGG ACI AGR GGI CCY AAY CA
b 5093-5112
Mon 432" (+) TGG ACI CGY GGI CCY AAY CA 213pb
5285-5305 (ORF1) Fankhauser
Mon 4332 (-) GAA YCT CAT CCA YCT GAA CAT et at., 2002
Mon 434" (-) GAA SCG CAT CCA RCG GAA 5285-5305
CAT
Cap A® (-) GGC WGT TCC CAC AGG CTT 6897-6914
Cap B1°(+) TAT GTT GAC CCT GAT AC 6738-6754 ( égFg?G_l)
Cap B2°(+) TAT GTI GAY CCW GAC AC 6738-6754 Vinjé,
d . . .
Cap C” () CTT TYC CAK WTC CCA YGG 6667-6684 253pb- gglranslgi/ajgom&
d ’
Cap D1°(+) TGT CTRSTCCCC CAGGAATG | 84326451 | (ORF2/GlII)
d
Cap D3"(+) TGY CTY ITI CCH CAR GAA TGG 6432-6452

a,c = Genogrupo I; b, D = Genogrupo Il. e = Unido Internacional de Bioquimica de Cédigos de ambiguidade: | = Inosina; R = Purina
(A/G); Y = Pirimidina (C/T); S = forte (C/G), W= (A/T).

4.2 METODOS

A composicédo e o modo de preparo das solucgdes utilizadas durante os

experimentos encontram-se disponiveis no apéndice A.

4.2.1 FLUXOGRAMA DOS PROCEDIMENTOS DESTE ESTUDO

A figura 5 apresenta o fluxograma dos procedimentos utilizados na

deteccdo e caracterizacdo molecular das amostras de norovirus.



49

Os cuidados e precauc¢fes requeridos para o trabalho com métodos de
amplificagdo gendbmica foram estritamente seguidos, sendo cada etapa

realizada em areas distintas.

Amostra fecal

.

Suspensado fecal 10%
(Tris- Ca*?-HCI)
N

Extragdo do RNA
(Boom et al ,1990).

N
Sintese cDNA

/N

PCR NV (regido B) PCR NV (regido D)
(Mon 431, 432, 433, 434) (CapA,B1,B2 e CapC,D1,D3)
(Fankhauser et al/., 2002) (Vinjé, Hamidjaja & Sobsey, 2004)
U

Purificagao PCR
("QIAquick® PCR Purification Kit").
N
Quantificagdo DNA
("Low DNA Mass Ladder")
N

Reagdo de sequenciamento

Figura 5: Fluxograma ilustrando os procedimentos para deteccdo e caracterizacdo molecular dos
norovirus a partir das amostras fecais.
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4.2.2 PREPARO DAS SUSPENSOES FECAIS

Suspensdes fecais 10%-20%, preparadas em tamp&o Tris-Ca** 0,01M,
pH 7,2, foram homogeneizadas e a seguir clarificadas (3000 x g por 10
minutos, a 4°C). O sobrenadante clarificado foi estocado a —20 °C, até a sua

utilizacao.

4.2.3 EXTRACAO DO GENOMA VIRAL

Neste estudo, foi utilizada a técnica de extracdo de acido nucléico
descrita por Boom et al. (1990), como a descrito a seguir:

Em um microtubo estéril foi adicionado 1000uL de tampé&o L6 e 400uL
do sobrenadante clarificado acima. Ap6s homogeneizacao por 10 segundos,
foi acrescentado ao microtubo 20uL de solugdo de silica 12%; apos
homogeneizacéo por 10 segundos, o microtubo foi colocado em plataforma de
agitacdo lenta, por 30 minutos, e nova centrifugacdo a 16.000 x g por 1
minuto. O sobrenadante foi descartado em solucdo de NaOH 10N. Ao
precipitado foram adicionados 1000uL de tampéo L2 e ap6s homogeneizacgao
por 10 segundos, foi realizada outra centrifugacdo a 16.000 x g por 1 minuto.
O sobrenadante foi novamente descartado, em solucdo de NaOH 10N. No
passo seguinte, foram adicionados ao precipitado, 1000 pyL de etanol 70% a
4°C, seguindo-se a homogeneizacdo por 10 segundos e centrifugacdo a
16.000 x g por 1 minuto. O sobrenadante foi novamente descartado e, em
seguida, adicionados ao precipitado, 1000uL de acetona PA, a 4°C. Apds
homogeneizacéo por 10 segundos, a suspensao foi centrifugada a 16.000 x g
por 1 minuto e o sobrenadante descartado. O microtubo com a tampa aberta
foi levado ao banho-maria, a temperatura de 56°C por 15 minutos para a
evaporacao dos residuos de acetona. A seguir foram adicionados 60uL de

agua livre de Rnase/Dnase (Invitrogen®) e feita nova homogeneizacéo por 10
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segundos, obtendo-se uma suspensao. O microtubo foi novamente incubado
em banho-maria a 56°C por 15 minutos, com a tampa fechada e apds este
periodo, foi realizada outra centrifugacédo a 16.000 x g por 1 minuto. Cerca de
45uL do sobrenadante, contendo o &acido nucléico viral extraido, foram
coletados e transferidos para microtubo limpo e estéril, sendo entdo estocado
a -20 °C, ou mantido a 4 °C, quando usado no mesmo dia.

4.2.4 REACAO DE TRANSCRICAO REVERSA (RT)

A sintese do cDNA, a partir do RNA viral extraido, foi realizada
utilizando-se o iniciador hexamero randdémico pd(N)6 (Amersham
Biosciences®, USA). Em microtubo estéril (livre de RNAase e DNase) foram
adicionados 5uL do RNA extraido e 1uL de dimetil sulféxido (DMSO) . Apds
incubacdo em termociclador (Techne TC-412 Therma Cycler, Southam
Warwich Shire, UK), a 97°C por 7 minutos, o microtubo foi mantido em banho
de gelo. A seguir, foram adicionados 19uL da mistura de reagentes (quadro 3)
e a reacdo de transcricdo reversa realizada em termociclador, a 42°C por 1
hora. O produto obtido foi estocado a — 20°C, até 0 momento de uso.
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Quadro 3: Reagentes utilizados na reagéo da transcricdo reversa para a
obtencdo do cDNA.

Concentracao
Reagentes o Volume/Reacao
Inicial
H,0 livre de
Dnase/Rnase
. 11,75pL
(Invitrogen®)
Tampéo de PCR sem
MgCl, (Invitrogen®) 10X 2,5uL
dxtp: dATP, dTTP,
dGTP, dCTP 2uL
2,5mM
( Promega®)
MgCl, (Invitrogen®) 50 mM 1,25uL
RT Superscript IIITM
(Invitrogen®) 200U/uL 0,5pL
d(N)6 (Amersham
pa( _) ( 50 unidades (A260) lpL
Biosciences®)

4.2.5 REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR) PARA DETECCAO
DO NOROVIRUS (PCR-REGIAO B)

O protocolo descrito por Fankhauser et al (2002) foi utilizado como
descrito a sequir:

Em um microtubo de 200uL foram adicionados 6L do cDNA e 19uL da
mistura de reagentes (quadro 4), para um volume final de 25uL. Essa mistura
foi submetida a desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos, seguida de 40
ciclos subsequentes de desnaturacdo (94°C/30 segundos), pareamento
(55°C/1 minuto), extensdo (60°C/30 segundos) e um ciclo de extenséao final
(72°C/7 minutos). Os produtos amplificados foram armazenados a 4°C, até o

momento da analise.
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Quadro 4: Reagentes utilizados na Reagdo em Cadeia da Polimerase
para amplificacdo da regido B do norovirus.

Reagentes Concentracéo Volume/Reacéao
H,O0 livre de Dnase/Rnase - 14,1pL
(Invitrogen®)
Tampéo de PCR sem 10X 2,5uL
MgCl, (Invitrogen®)
dxtp: dATP, dTTP, dGTP, 20pM 2,0uL

dCTP ( Invitrogen®)

MgCl, (Invitrogen®) 50 mM 0,8uL
Taqg DNA polimerase 5 U/uL 0,3pL
platinum (Invitrogen®)

Mistura de iniciadores 0,3uL
(Mon 431 — 432 — 433 - 100puM
434)

Os produtos foram analisados por eletroforese (100 volts por 1 hora e
30 minutos) em gel de agarose a 1,5%, preparado e incorporado com solucao
de brometo de etideo 0,5ug/ml (Sigma Chemical Company®), utilizando-se
cuba horizontal (HMEDI10-BUV, Biosystems®) com tampé&o TBE 0,5M 1X, pH
8,4. Foram aplicados em cada poco, 10uL do produto da reacdo somado a
2uL do corante “blue orange loading dye” (Invitrogen®). Como referéncia para
o tamanho do amplicon foi utilizado um padréao de tamanho de DNA de 100pb
(Promega®). ApoOs a corrida, os produtos foram visualizados em
transiluminador de luz ultravioleta (GE HEALTH CARE, United Kingdon) e o
registro feito em sistema de captura de imagem (IMAGE QUANT 100- GE
HEALTH CARE, United Kingdon), para posterior analise.

Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram

fragmentos amplificados de 213 pares de bases.
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4.2.6 DETERMINACAO DOS GENOGRUPOS PELA REACAO EM CADEIA
DA POLIMERASE (PCR - REGIAO D)

ApOs a triagem das amostras positivas, estas foram submetidas a
reacdo de PCR para determinagcdo de seus genogrupos, segundo a
metodologia descrita por Vinjé, Hamidjaja e Sobsey (2004). Foram utilizados
iniciadores especificos (quadro 2) para amplificacdo de amostras de norovirus
dos genogrupos | e Il, os mais comumente encontrados no mundo. Devido a
baixa prevaléncia de amostras do genogrupo IV, estes ndo foram incluidos
nesta pesquisa. Assim, os iniciadores utilizados amplificam um fragmento do
genoma, localizado na regido D da ORF2 (figura 3), que codifica a proteina
VP1 do capsideo viral, cujos tamanhos esperados sdo de 177pb para as
amostras pertencentes ao genogrupo | e 253pb para amostras pertencentes
ao genogrupo Il.

Em um microtubo estéril, livre de RNase e DNase, foram adicionados
10uL do cDNA da amostra analisada e 40uL da mistura de reagentes,
contendo os iniciadores especificos para o genogrupo | (CAPA,CAPB1 e
CAPB2) ou genogrupo Il (CAPC,CAPD1 e CAPD3), para um volume final de
50uL (quadro 5).
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Quadro 5: Reagentes utilizados na reacdo de PCR para determinacdo dos

genogrupos.
Concentracéo
Reagentes o Volume/Reagéo
inicial
H,O livre de Dnase/Rnase
) - 26,20 uL
(Invitrogen®)
Tampao de PCR sem
] 10X 5uL
MgCl, (Invitrogen®)
dxtp: dATP, dTTP, dGTP,
. 2,5mM 4 L
dCTP ( Invitrogen®)
MgCl, (Invitrogen®) 50 mM 1,5uL
Taq DNA polimerase
. . 5 U/uL 0,3 uL
platinum (Invitrogen®)
Mistura de iniciadores
(Cap A, Cap B1, Cap B2,
ou 100uM 3uL
Cap C, Cap D1, CapD3)

Devido ao fato da maioria das amostras de norovirus detectados no
mundo, pertencerem ao genogrupo Il, as amostras analisadas neste estudo
foram testadas, primeiramente, para a deteccdo deste genogrupo. Para tal, os
microtubos foram colocados em termociclador e as misturas submetidas a
desnaturacao inicial a 95°C por 3 minutos e 40 ciclos subsequentes de
desnaturacao (94°C/1 minuto), pareamento (46°C/1 minuto), extensao (72°C/1
minuto) e um ciclo de extenséo final (72°C/10 minutos). As amostras, que na
PCR acima, ndo apresentaram os produtos amplificados especificos, foram
testadas com os reagentes para o genogrupo |. Para isso, as misturas foram
submetidas a desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos e 40 ciclos
subsequentes de desnaturagao (94°C/1 minuto), pareamento (40°C/1 minuto),
extensao (72°C/1 minuto) e um ciclo de extenséo final (72°C/10 minutos).

Os produtos foram analisados por eletroforese (100 volts/ 90 minutos)
em gel de agarose a 1,5%, adicionado de solucdo de brometo de etideo
0,5ug/ml (Sigma Chemical Company®), utilizando-se cuba horizontal
(HMEDI10-BUV, Biosystems®) com em tampé&o TBE 1X 0,5M, pH 8,4. Foram

aplicados em cada poco uma mistura de 10uL do produto da reacéo e 2uL do
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corante “blue orange loading dye” (Invitrogen®). Como referéncia para o
tamanho dos produtos foi utilizado um padrao de tamanho de DNA de 100pb
(Promega®). Em seguida, os produtos foram visualizados em transiluminador
de luz ultravioleta (GE HEALTH CARE, United Kingdon) e a imagem
registrada em sistema de captura de imagem (IMAGE QUANT 100- GE
HEATH CARE, United Kingdon), para posterior analise.

Nos casos em que nao foi possivel caracterizar o genogrupo das
amostras positivas, pela PCR da regido D, apos 4 tentativas, foi utilizado,
alternativamente, o protocolo de Fankhauser et al. (2002) para deteccédo de
norovirus, que também €& descrito como apropriado para definicdo dos
genogrupos das amostras. No entanto, para esta finalidade, os pares de
iniciadores Mon foram usados em reacdes separadas, para a determinacao
das amostras pertencentes ao genogrupo | (Mon 432,434) e genogrupo I
(Mon 431, 433). Em ambos os casos, o tamanho esperado do fragmento

amplificado para as amostras positivas foi de 213pb.

4.2.7 SEQUENCIAMENTO PARA IDENTIFICACAO DO GENOTIPO DOS
NOROVIRUS

Dentre as amostras positivas, caracterizadas quanto ao genogrupo
pela PCR da regido D (ORF2), algumas representativas do periodo de estudo,
foram aleatoriamente selecionadas, e utlizadas na reacdo de
sequenciamento para determinacdo do gendtipo viral.

Os produtos obtidos pela PCR da regido D, das amostras
selecionadas, foram purificados, utilizando-se os kits comerciais “QIAquick®
PCR Purification Kit” (Qiagen®, Valencia, CA, USA) e “MiniElute
PCR Purification Kit” (Qiagen®, Valencia, CA, USA), seguindo-se as
recomendacdes do fabricante.

Apoés a purificagdo, os produtos foram quantificados por comparacao
com um de padrdo de massa “Low DNA Mass Ladder” (Invitrogen®). Uma
mistura de 4uL do DNA das amostras puruficadas e 4uL de corante “blue

orange loading dye” (Invitrogen®) foi aplicada em gel de agarose 2%
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(Invitrogen®), incorporado com solugcdo de brometo de etideo 0,5ug/ml
(Sigma Chemical Company®). A corrida eletroforética foi realizada (100
volts/90 minutos), em cuba horizontal (HMEDI10-BUV, Biosystems®) com
tampéao TBE 1X 0,5M, pH 8,4.

Para o sequenciamento direto dos produtos amplificados e purificados
foi utilizado o kit comercial “Big Dye Terminator® v 3.1 Cycle Sequencing Kit”
(Applied Biosystems®, CA, USA), conforme recomendado pelo fabricante
(quadro 6), tendo sido utilizados os mesmos iniciadores da reacdo de

amplificagcdo gendmica da regiéo D.

Quadro 6: Reagentes utilizados na reagéo de sequenciamento.

Reagentes Volume/Reagéo
DNA (25ng) 2-10pL
Tampéo de sequienciamento (Invitrogen®) 2uL
(5X)
Big Dye (Invitrogen®) 2uL
Iniciadores (Cap A, Cap B1, Cap B2, Cap 2ulL
C, Cap D1, Cap D3)
H20 livre de Dnase/Rnase (Invitrogen®) 10 - 20pL
g.s.p.

Os produtos obtidos na reacdo de sequenciamento foram a seguir
purificados, utilizando-se as colunas CENTRI-SEP® (Princeton Separations®,
CA, USA) e depois analisados no sequenciador automatico ABI Prism 3130

(Applied Biosystems®), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

4.2.8 ANALISE FILOGENETICA DAS SEQUENCIAS

As sequéncias parciais obtidas foram editadas e alinhadas utilizando-
se o programa “BioEdit Sequence Alignment Editor” (HALL, 1999). Para a
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analise filogenética foi utilizado o software MEGA4 versao 4.1 (TAMURA et
al., 2007). A érvore filogenética foi construida, empregando-se o0 método
Neighbor-Joining (SAITOU & NEI, 1987) e o modelo “Kimura 2-parameter”
(KIMURA, 1980), com “bootstrap” de 1000 réplicas. Para comparar as
sequéncias parciais das amostras de Juiz de Fora obtidas, foram utilizadas
sequéncias de protétipos dos 18 gendtipos de norovirus, publicadas no
GenBank e obtidas no Portal (http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez
/query.fcgi?db = Nucleotide&itool =toolbar) (quadro 7).

Para as analises de similaridade entre as sequéncias e obtencdo da
matriz de similaridade foi utilizado o programa LALIGN (HUANG & MILLER,
1991) disponivel em: http://www.ch.embnet.org/software/ LALIGN_form. html.

Quadro 7: Numero de acesso das sequéncias protétipos de norovirus (NoV) utilizadas neste

estudo.

Virus Genogrupo Genotipo Numero de acesso
NoV Il 1 u07611
NoV Il 2 X81879
NoV Il 3 u02030
NoV Il 4 X76716
NoV Il 5 AJ277607
NoV Il 6 AJ277620
NoV Il 7 AJ277608
NoV Il 8 AF195848
NoV Il 9 AY038599
NoV Il 10 AF427118
NoV Il 11 AB074893
NoV Il 12 AJ277618
NoV Il 13 AY113106
NoV Il 14 AY130761
NoV Il 15 AY130762
NoV Il 16 AY502010
NoV Il 17 AY502009
NoV | 1 M87661



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez
http://www.ch.embnet.org/software/%20LALIGN_form.%20html

59

4.2.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa SPSS
versdo 13.0. A taxa de positividade e a associacdo com 0 sexo dos pacientes
foram comparadas, utilizando-se o Teste Qui-Quadrado, estabelecendo-se
um valor de p < 0,05, como significante.
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5. RESULTADOS

Neste estudo transversal foram analisadas 218 amostras fecais
diarréicas, obtidas de criangas menores de 12 anos, coletadas na cidade de
Juiz de Fora, no periodo de janeiro de 2008 a dezembro de 2009, sendo 195
provenientes de pacientes ambulatoriais e 23 de hospitalizados. Todas foram
testadas para a presenca de norovirus, utilizando-se a reacdo de PCR,

dirigida para regido B da ORF1 do genoma destes virus.

Neste periodo de estudo, foram detectadas 20 amostras positivas
(figura 6, tabela 1), duas delas provenientes de pacientes hospitalizados, uma

detectada no ano de 2008 e a outra em 2009.

P1T 2 34 5 6 7 89 10 11121314

e 213pb

Figura 6: Gel de agarose 1,5%, apds separacdo eletroforética, dos produtos de PCR para
deteccéo dos NoV. (P) Padrdo de tamanho de DNA (100 pb); (1) controle positivo; (2) controle
negativo; (3,5,8,11,13,14) amostras positivas (213pb); (4, 6, 7, 9, 10, 12) amostras
negativas. A seta aponta para o fragmento amplificado de 213pb, caracteristico dos NoV,

guando séo utilizados os iniciadores Mon (431, 432, 433, 434).



Tabela 1: Deteccao dos norovirus,
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em Juiz de Fora, MG, no periodo 2008- 2009.

AMOSTRAS POSITIVAS
ANG TESTADAS NOROVIRUS
(%)
2008 138 10 (7,25%)
2009 80 10 (12,5%)
TOTAL 218 20 (9,17%)

A figura 7 mostra a distribuicdo temporal das amostras de norovirus

positivas, detectadas nos dois anos do estudo. Em 2008, observou-se um

predominio na ocorréncia das infecc6es no periodo de abril a agosto, quando

90% (9/10) das amostras positivas foram detectadas, enquanto que em 2009,

as amostras positivas foram detectadas ao longo de varios meses do ano.



35 32

30
25
20 17
15

10 |7

0
O 0 o D0 ) o o o o o o
ST P S PTG -
© & & € F Vv LT &S
¢ & N T
@ & <~° ®

Total positivas . Total testadas

Total positivas . Total testadas

Figura 7 : Distribuicdo mensal das amostras testadas e positivas para
norovirus, em 2008 (A) e 2009 (B).
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A comparacdo da distribuicdo temporal das amostras positivas para
norovirus, nos dois anos do estudo, mostrou uma tendéncia de ocorréncia

dessas infeccbes nos meses de janeiro, maio e julho (figura 8)

/\
\ / \ —2008
RS YAV A\NVA YA 008
ANED,AVAR VANV

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

N W B~ O

Figura 8: Distribuig@o temporal das amostras de norovirus detectadas nos anos
de 2008 e 2009.

Na figura 9 estdo relacionados a ocorréncia dos casos positivos
detectados com as médias mensais de temperatura e precipitacdo, nos dois
anos de estudo. No ano de 2008, observou-se uma maior ocorréncia das
infeccBes no periodo de abril a agosto, no qual foram registradas as menores
médias de temperatura e precipitacdo. No entanto, em 2009, embora a
tendéncia dessas duas variaveis climaticas tenha sido semelhante ao ano
anterior, o maior numero de casos positivos foi observado fora do periodo em

gue foram registradas as menores médias de temperatura e precipitacao.
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Figura 9: Distribuicdo mensal das amostras positivas para norovirus e valores médios de

temperatura e precipitacdo no municipio de Juiz de Fora, em 2008 (A) e 2009 (B).
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A distribuicdo das amostras positivas para norovirus por faixa etaria,

nos dois anos analisados, mostrou que 95% (19/20) dos casos ocorreram em

criancas de até 36 meses (Figura 10).
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Figura 10 : Distribuicdo etaria (em meses) dos norovirus, no ano de 2008 e 2009.

A figura 11 apresenta o percentual acumulado dos individuos

infectados, por faixa etéria, na qual pode se observar que, no ano de 2008,

90% dos casos positivos ocorreram em criangas de até 36 meses de idade,

enquanto que em 2009, 100% dos casos positivos foram detectados em

criangas até 24 meses.
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Figura 11: Percentual acumulado do grupo etario, em meses, das infec¢des causadas

por norovirus dos anos de 2008 e 2009.

No que diz respeito a correlacdo entre 0s casos positivos da infeccao
com o sexo dos individuos acometidos (tabela 2), verificou-se que 8,41%
(9/107) dos casos foram detectadas em criancas do sexo feminino e 9,34%
(10/107) em criancas do sexo masculino. A analise estatistica mostrou nao
haver diferenca significativa entre os sexos, na ocorréncia das infeccbes

causadas por norovirus (p= 0,810).
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Tabela 2: Distribuicéo por grupo etario e sexo das amostras testada no periodo 2008- 2009.

Género
Grupo
t4 p Sem
etario Masculino Feminino
Identificacdo
(meses)
N° de N° de NoV N° de N° de NoV N° de N° de NoV
casos casos casos casos casos casos
estudados  positivos (%) estudados  positivos (%) estudados  positivos (%)
0-12 25 2 8 40 2 5 3 1 33.33
13-24 43 7 16,28 39 5 12,82 0 0 0
25-36 14 0 0 9 2 22,22 0 0 0
37-48 5 0 0 5 0 0 0 0 0
49-60 9 0 0 2 0 0 0 0 0
>60 11 1 9,09 12 0 0 1 0 0
Total 107 10 9,34 107 9 8,41 4 1 25
(p=0,810)

A caracterizacdo molecular das 20 amostras positivas que foram
submetidas a PCR da regido D (ORF2), para a determinacdo de seus
genogrupos, classificou 13 delas. Assim, das 6 amostras de 2008, 5 foram
classificadas como Gll e 1 como GI, enquanto que das 7 amostras de 2009,
todas foram classificadas como GlI (figura 12). Nao foi possivel determinar o
genogrupo de 7 das 20 amostras positivas (4 de 2008 e 3 de 2009) utilizando-
se este protocolo, mesmo ap0s varias tentativas. Por isso, com o objetivo de
definir o genogrupo destas amostras, elas foram submetidas novamente a
PCR da regido B (ORF1). Neste protocolo, os iniciadores Mon foram
empregados em reacOes separadas para a caracterizacdo do genogrupo |
(Mon432,434) e genogrupo Il (Mon 431,433). Dessa forma, foi possivel definir
0 genogrupo das 7 amostras remanescentes pertencentes ao genogrupo Il

(figura 12).
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= 253pb

@ 177pb

= 213pb

Figura 12: Gel de agarose 1,5%, apés separacao eletroforética, dos produtos de PCR para
caracterizacdo dos NoV nos genogrupos | e Il. (P): Padrdo de tamanho de DNA (100 pb); (1)
controle positivo; (2) controle negativo. (A) Gel de agarose dos produtos de PCR da regido D
(ORF2) para caracterizacéo do genogrupo II: (3,5,7,8,9) amostras positivas Gll (253pb); (4,6)
amostras negativas. (B) Gel de agarose dos produtos de PCR da regido D (ORF2) para
caracterizacdo do genogrupo I: (3) amostra positiva Gl (177pb); (4,5,6,7,8,9) amostras
negativas. (C) Gel de agarose dos produtos de PCR da regido B (ORF1) para caracterizacéo

do genogrupo IlI: (3,5,7,8,9) amostras positivas Gll (213pb); (4,6) amostras negativas.
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Assim, utilizando-se ambos os protocolos da PCR (regido D/ORF2 e
regido B/ORF1), definiu-se o genogrupos das 20 amostras positivas

detectadas neste estudo ( tabela 3).

Tabela 3: Caracterizacdo molecular, quanto ao genogrupo viral,

das amostras de norovirus detectadas em 2008 e 2009.

Anos  Amostras Caracterizacao
positivas  REGIAO D REGIAO B
Gll Gl Gll Gl
2008 10 5 1
2009 10 7 0 3
TOTAL 20 12 1 7 0

ApOs a caracterizacdo das amostras quanto ao genogrupo viral, 11 das
13 amostras genogrupadas pela PCR da regido D, cujas bandas esperadas
apresentaram, visualmente, uma boa quantidade de DNA, foram selecionadas
para a realizacdo da reacdo de sequenciamento, visando identificar o
genatipo viral. A tabela 4 apresenta a lista de todas as amostras detectadas,

com a indicacao das 11 selecionadas para a reagcédo de sequenciamento.
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Tabela 4: Relacdo das amostras positivas para norovirus, nos anos de 2008 e 2009.

RT-PCR Codigo _ ,
positiva da Idade Ano Procedéncia Genogrupo Sequenciamento
amostra
1 JE705  2anos 2008 Ambulatério Gll Sim
2 JF743 10m 2008  Ambulatorio Gl Néo
3 JF247  1laém 2008 Ambulatério Gl Sim
4 JE740  la2m 2008  Ambulatério Gl N&o
5 JF 709 1la9m 2008  Hospitalar GlI Sim
6 JF 536 3a 2008  Ambulatério Gl Néo
7 JE255  1labm 2008  Ambulatério Gl N&o
8 JF463  2a4m 2008 Ambulatério Gll Sim
9 JF 330 12a 2008  Ambulatério Gl Sim
10 JE735  la’m 2008  Ambulatorio Gll N&o
11 JE 712 2a 2009  Ambulatério Gll Sim
12 JF 560 m 2009  Ambulatério Gll Sim
13 JF 736 1la 2009 Hospitalar Gll Néo
14 JF 734 la2m 2009 Ambulatério Gl Né&o
15 JF 569 20m 2009 Ambulatério Gll Sim
16 JF 572 2lm 9909 Ambulatério Gl Sim
17 JF 737 22m 2009 Ambulatério Gll Nao
18 JF 600 9m 2009 Ambulatério Gl Né&o
19 JF 661 14m 2009 Ambulatério Gll Sim
20 JF 662 6m 2009 Ambulatério Gll Sim

As sequéncias parciais obtidas, das 11 amostras detectadas em Juiz

de Fora, foram comparadas com as sequéncias de prototipos dos 18

genadtipos de norovirus descritos na literatura. A analise filogenética permitiu

identificar 6 amostras do gendtipo 4 (Gll.4) e 5 amostras do gendtipo 6 (Gl1.6)

(figura 13).
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A tabela 5 apresenta a relagdo das amostras de norovirus detectadas

em Juiz de Fora, de acordo com o ano da coleta, procedéncia e genaétipo.

Tabela 5: Descri¢éo das 11 amostras de norovirus Gll sequenciadas.

Amostras Ano Procedéncia Gendétipo
JF 705 2008 COMUNIDADE Gll.4
JF 247 2008 COMUNIDADE Gll.4
JF 709 2008 HOSPITALAR Gll.4
JF 463 2008 COMUNIDADE Gll.6
JF 330 2008 COMUNIDADE Gll.6
JF 712 2009 COMUNIDADE Gll.4
JF 560 2009 COMUNIDADE Gll.6
JF 569 2009 COMUNIDADE Gll.6
JF 572 2009 COMUNIDADE Gll.6
JF 661 2009 COMUNIDADE Gll.4
JF 662 2009 COMUNIDADE Gll.4
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Figura 13: Arvore filogenética obtida a partir da analise das sequéncias parciais de nucleotideos da regido
D da ORF2, que codifica a proteina VP1 do capsideo dos norovirus. O programa MEGA 4, versédo 4.1 foi
utiizado, empregando-se o método “Neighbor-Joining” € 0 modelo “Kimura 2-parameter” com
“Bootstrap” de 1000 réplicas. Para a construgdo da arvore foram utilizadas as sequéncias obtidas neste
estudo e sequencias de outras amostras brasileiras e dos protétipos disponiveis, obtidas no Portal Entrez
Pubmed GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db =Nucleotide&itool=toolbar). Apenas

valores de “Bootstrap” acima de 50% foram mostrados.
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O gquadro 8 apresenta os valores de similaridade de nucleotideos e de
aminoacidos das sequéncias parciais das amostras Gll.4 detectadas em Juiz
de Fora, em comparagdo com o prototipo Gll.4 (“Bristol virus”) e outras
amostras do mesmo genotipo que circularam no pais em anos anteriores.

As amostras NoV Gll.4 detectadas em Juiz de Fora apresentaram um
valor maximo de divergéncia de 12,6% entre elas e similaridade nucleotidica
com o protétipo Gll.4 (“Bristol virus”), que variou de 86,2% a 98,8%. Ja com
relacdo as outras amostras brasileiras, verificou-se similaridade nucleotidica
variando de 90,4% a 98,8% com a amostra (FJ216948) que circulou no
estado do Espirito Santo, no ano de 2003 e de 87,4% a 100% com amostras
do estado do Rio de Janeiro, que circularam nos anos de 2004 a 2008
(DQ997042, DQ857344, GU132459, FJ874673, GU132463). Em relagdo a
similaridade nas sequéncias de aminoacidos, o maximo de divergéncia entre
as amostras de Juiz de Fora foi de 9,1% e a similaridade com o prototipo Gll.4
variou de 90,9% a 98,2%. Ja com relacdo as outras amostras brasileiras
verificou-se similaridade variando de 94,5% a 100% com a amostra
(FJ216948) que circulou no estado do Espirito Santo, no ano de 2003, e de
92,7% a 100% com as amostras NoV GII.4 que circularam no estado do Rio
de Janeiro nos anos de 2004 a 2008 (DQ997042, DQ857344, GU132459,
FJ874673, GU132463).
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Quadro 8: Matriz de similaridade de nucleotideos e aminoacidos das amostras de norovirus genétipo 4.

Amostras NoV
Gil4 (1) 2 (3) (4) (5) (6) (1) (8) 9) (10) | (11) | (12) | (13)
JF 705/2008 (1) 98,2%| 96,4%| 92,7%| 98,2%| 96,4%| 90,9%| 98,2%| 96,4%| 98,2%| 96,4%| 98,2%| 98,2%
JF 247/2008 (2)| 91,6% 98,296| 94,5%| 100%| 98,25| 92,7%| 100% | 98,2%| 100%| 98,2%| 100%| 100%
JF 709/2008 (3)| 91,6%| 98,8% 94,5%| 98,2%| 96,4%| 92,7%| 98,2%| 96,4%| 98,2%| 96,4%| 98,2%| 98,2%
JF 712/2009 (4)| 89,2%| 90,4%| 89,8% 92,7%| 90,9%| 98,2%| 94,5%| 92,7%| 94,5%| 92,7%| 94,5%| 94,5%
JF 661/2009 (5)| 96,4%| 91,6%| 91,6%| 88% 98,29%| 92,7%| 100% | 98,29%| 100% | 98,2%| 100%| 100%
JF 662/2009 (6)| 95,8%| 91% | 91% | 87,4%]| 99,4% 90,9%)| 98,2%| 96,4%| 98,2%| 96,4%| 98,2%| 98,2%
PROTOTIPO
88% | 89,2%| 88,6%| 98,8%| 86,8%| 86,2% 92,7%| 90,9%| 92,7%| 90,9%| 92,7%| 92,7%
(X76716) (7)
FJ216948
92,2%| 95,8%| 94,6%| 98,8%| 91% | 90,4%| 89,8% 98,29%| 100% | 98,2%| 100%| 100%
(ES/2003) (8)
DQ997042
91,6%| 94% | 92,8%| 90,4%| 90,4%| 89,8%| 89,2%| 94,6% 98,29%| 98,2%| 98,2%| 98,2%
(RJ/2004) (9)
(DQ857344)
91% | 94,6%| 93,4%| 91% | 92,2%| 91,6%| 89,8%| 94% | 93,4% 98,29 100%| 100%
(RJ/2005) (10)
(GU132459)
97% | 92,2%| 92,2%| 87,4%| 95,8%| 95,2%| 86,2%| 92,8%| 92,8%| 90,4% 98,2%| 98,2%
(RJ/2006) (11)
(FI874673)
91,6%| 100% | 98,8%| 90,4%| 91,6%| 91% | 89,2%| 95,8%| 94% | 94,6%| 92,2% 100%
(RI/2007) (12)
(GU132463)
92,2%| 99,4%| 99,4%| 89,8%| 92,2%| 91,6%| 88,6%| 95,2%| 93,4%| 94% | 92,8%| 99,4%
(RJ/2008) (13)

Sequéncias alinhadas e comparadas com o programa LALIGN. Valores de similaridade de
nucleotideos apresentados na parte inferior esquerda e valores de similaridade de aminoacidos na

parte superior direita.

A figura 14 apresenta as variacdes de nucleotideos das sequéncias
parciais de NoV Gll.4 detectadas em Juiz de Fora, comparando com o
protétipo Gll.4 (“Bristol virus”) e com amostras brasileiras detectadas no
estado do Espirito Santo, no ano de 2003 e no estado do Rio de Janeiro de
2004 a 2008.
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PROTOTIPO TCT TGG GTC AA
JF- 705 ..C ... ..T ..
JF -247 ..C ...
JF -709 ..C ...
JF -712

JF -661

JF- 662
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nacanaaa-.
H

Figura 14: Sequéncias parciais de nucleotideos do gene que codifica a proteina VP1
do capsideo dos norovirus. Comparacdo das amostras detectadas neste estudo com as
amostras brasileiras FJ216948 (ES/2003), DQ997042RJ (RJ/2004), DQ857344RJ (RJ/2005),
GU132459RJ (RJ/2006), FJ874673RJ (RJ/2007), GU132463 (RJ/2008) e o protétipo Gll.4

“Bristol virus” .

A comparacdo das sequéncias parciais de aminoacidos das amostras
de Juiz de Fora com as sequéncias do protoétipo Gll.4 e das demais amostras
brasileiras (figura 15) mostrou substituicbes comuns em quatro posicées
residuais para as amostras JF-247, JF-661, FJ216948ES/2003,
DQ857344RJ/2005, FJ874673RJ/2007, U132463RJ/ 2008. Assim, as
amostras JF-247, do ano de 2008, e a amostra JF-661, do ano de 2009,
apresentaram sequéncias de aminoacidos 100% similares entre si e com
outras amostras brasileiras que circularam no estado do Espirito Santo em
2003 e no estado do Rio de Janeiro nos anos de 2005, 2007 e 2008.
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PROTOTIPO PAQSDVALLREVNPDTGRVLFECKLHKSGYITVAHTGPYDLVLPPNGYFREDSWV

JF -705 Qe et e e Voo.o.o.. QH...I............
JE =247 e e e Veoo.o.. OH...IT.. ..o
JE =709 i e e Voo.o.o.. QH... V...
JE =712 e e e e =
JE —661 . i Voo.o.o.. QH...I............
JE -662 ... Lo, Veoo.o.. OH...I.. ...
FJ216948ES ... .. ittt ittt Veo.o.o.. QH...I............
DQ997042RT ...ttt it ittt T..V.o..... OH...I.. ...t
DO857344RJT . ... ittt ittt i e e Voo.o.o.. QH...I............
GUL32459RT ...ttt i ittt P..V...... OH...I.. ...t
FIBT46T3RT . .ttt ittt ittt it iiien s Voo.o.o.. QH...I............
GUL32463RT . .ttt ittt it tie it Voo, OH...I.. ...

Figura 15: Sequéncias de aminoacidos deduzidas das sequéncias parciais de nucleotideos de
um fragmento do gene que codifica para a proteina VP1 do capsideo dos norovirus.
Comparacdo entre as amostras analisadas neste estudo com as amostras brasileiras
FJ216948 (ES/2003), DQ997042RJ (RJ/2004), DQ857344RJ (RJ/2005), GU132459RJ
(RJ/2006), FJ874673RJ (RJ/2007), GU132463 (RJ/2008) e o prototipo Gll.4 “Bristol virus” .

O quadro 9 apresenta os valores de similaridade nucleotidica e de
aminoacidos entre as amostras NoV GII.6 detectadas em Juiz de Fora, em
comparacao com o prototipo GII.6 (AJ277620) e outras amostras do mesmo
genaotipo que circularam no pais, em anos anteriores.

As amostras NoV GII.6, detectadas em Juiz de Fora, apresentaram um
valor madximo de divergéncia de 4,8% entre elas e similaridade nucleotidica
com o prototipo GIl.6 (AJ277620), que variou de 92,8% a 94,6%. Ja com
relacdo as outras amostras brasileiras, verificou-se similaridade nucleotidica
variando de 79,6% a 83,8% com duas amostras (FJ216958, FJ216959) que
circularam no estado do Espirito Santo em 2003 e de 79% a 95,2% com
amostras que circularam no estado do Rio de Janeiro em 2004 (DQ997038) e
2007 (GU132461). A maior similaridade das amostras detectadas neste
estudo foi observada com a amostra NoV GIl.6 (GU132461/2007), que
circulou no Estado do Rio de Janeiro em 2007. Com relagdo a similaridade
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nas sequéncias de aminoacidos, o maximo de divergéncia entre as amostras
de Juiz de Fora foi de 7,3% e a similaridade com o prototipo Gll.6 (AJ277620)

variou de 94,5% a 100%. Ja com relacdo as outras amostras brasileiras,

verificou-se similaridade variando de 89,1% a 96,4% com as amostras

(FJ216958; FJ216959) que circularam no estado do Espirito Santo, no ano de

2003, e de 90,9% a 100% com amostras NoV GlII.6 que circularam no estado
do Rio de Janeiro nos anos de 2004 (DQ997038) e 2007 (GU132461).

Quadro 9: Matriz de similaridade de nucleotideos e aminoacidos, das amostras de norovirus GlI.6.

Amostras NoV

GIl6 (1) (2 (3) (4) (5) (6) (7) (8) 9) (10)
JF 330/2008 (1) 92,7%| 92,7%| 945%| 945%| 945%| 90,9%| 89,1%| 90,9%| 94,5%
JF463/2008 (2) | 97,6% 96,4%| 98,2%| 96,4%| 982%| 945%| 92,7%| 94,5%| 98,2%
JF560/2009 (3) | 95,2%| 96,4% 98,2% | 96,4%| 98,2% | 945%| 92,7%| 945%| 98,2%
JF569/2009 (4) | 98,2%| 99,4%| 97% 98,2%| 100% | 96,4%| 94,5%| 96,4%| 100%
JF572/2009 (5) | 95,2%| 95,8%| 97% | 96,4% 98,2% | 945%| 92,7%| 94,5%| 98,2%
PROTOTIPO
92,8%| 94% | 94% | 94,6%| 94% 96,4% | 94,5%| 96,4% | 100%
(AJ277620) (6)
FJ216958
80,2%| 81,4%| 79,6%| 82% | 80,8%| 82,6% 94,5%| 100% | 96,4%
(ES/2003) (7)
FJ216959
82% | 832%| 82,6%| 83,8%| 82,6%| 83,8%| 832% 98,2%| 94,5%
(ES/2003) (8)
DQ997038
79,6% | 80,8%| 79% | 81,4%| 80,2%| 82% | 99,4%| 82,6% 96,4%
(RI/2004) (9)
GU132461
93,4% | 94,6%| 94,6%| 952%| 94% | 93,4%| 814%| 82% | 80,8%

(R3/2007) (10)

Sequéncias alinhadas e comparadas com o programa LALIGN. Valores de similaridade de
nucleotideos apresentados na parte inferior esquerda e valores de similaridade de aminoéacidos na
parte superior direita.
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A figura 16 apresenta as variagcdes de nucleotideos das sequéncias
parciais de NoV GIl.6 detectadas em Juiz de Fora, comparadas com o
protétipo GII.6 (AJ277620), com amostras detectadas no estado do Espirito
Santo no ano de 2003 e com amostras detectadas no estado do Rio de

Janeiro, nos anos de 2004 e 2007.

PROTOTIPO CCA TCA CAA TCC GCT GTT GCA CTG GTT AGG TAT GTC AAC

JF- 330 ..T . IT ... ... T,

JF -463 LT LT .G, e e e eee e e e
JF -560 ..T . D |
JF -569 LT T s e il ae e aee e e
JF -572 B A € |
FJ216958/ES ... ... ... ..T ..C G ..CA .T
FJ216959/ES ... ... ... ... ..G A T .. T A A ..
DQ997038/RJ ... ..C ... .. T ..C ..G ... ..CA.. ... ... ... ..T
GU132461/RJ ..T ... ..G ..T ... ... ... ... ..C ... ... ..T ...

PROTOTIPO CCT GAT ACT GGG CGT AAC ATC TTT GAG GCC AAG TTA CAC
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PROTOTIPO GCT TGG GTT AA
JF- 330

JF -463

JF -560

JF -569

JF -572 ..
FJ216958/ES ... ...
FJ216959/ES ..C ...
DQ997038/RJ ...
GU132461/RJ ...

@o@-

Figura 16: Sequéncias parciais de nucleotideos de um fragmento do gene que codifica para a
proteina VP1 do capsideo dos norovirus. Comparacdo entre as amostras analisadas neste
estudo com a amostra brasileira GU132461 (RJ/2007) e com o protétipo Gll.6 (AJ277620).

Quando as sequéncias parciais de aminoacidos das amostras de Juiz
de Fora foram comparadas com a sequéncia do protétipo Gll.6 e das demais
amostras brasileiras (figura 17), observou-se que as amostras JF-569, o
protétipo NoV GIl.6 (AJ277620) e a amostra GU132461/RJ/2007

apresentaram sequéncias 100% similares entre si.

PROTOTIPO PSQSAVALVRYVNPDTGRNIFEAKLHREGFLTVANSGNNPIVVPPNGYFRFEAWV

JF -330 D I....oo....
JF -463 D

JF -560 ... ... Lt e e e e
TE =560 e e e e e e
JF -572 T
FJ216958/ES ........ T e e e T e e
FJ216959/ES ........ I, Yoo, T e e i e e
DQ997038/RJ ........ . T e e

GUL32461/RT .ottt i ittt ittt ettt ettt e e e

Figura 17: Sequéncias de aminoacidos deduzidas das sequéncias parciais de
nucleotideos de um fragmento do gene que codifica para a proteina VP1 do capsideo dos
norovirus. Comparagdo entre as amostras analisadas neste estudo com as amostras
brasileiras Comparacao entre as amostras analisadas neste estudo com a amostra brasileira
GU132461 (RJ/2007) e o protétipo GII.6 (AJ277620).
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6. DISCUSSAO

A doenca diarréica aguda é reconhecida pela Organizacdo Mundial de
Saude como uma das principais causas de morbidade e mortalidade infantil,
ocupando em alguns paises, como nos EUA, a segunda posi¢cdo no quadro
de notificacdo, seguida das infec¢cdes respiratorias (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009). Nos paises em desenvolvimento, a doenca é
impactante na saude publica, pois além de um grande niamero de casos e de
hospitalizacGes, acarreta também alta taxa de Obitos, principalmente em
criancas de pouca idade (PATEL et al., 2009; BLACK et al., 2010).

Embora os norovirus tenham sido os primeiros virus relacionados com
a doenca diarréica humana, na década de 70, sua importante participacdo na
génese desta doenca so foi efetivamente constatada a partir da década de 90,
apos o grande desenvolvimento e utilizacdo das técnicas de clonagem e
sequenciamento deste genoma viral. Desde entdo, tem sido demonstrado o
expressivo envolvimento desses virus, que passaram a ocupar um lugar de
destaque na etiologia da doenca diarréica aguda em individuos de todas as
idades, no mundo todo (BON et al., 2005; PATEL et al., 2009).

Pesquisas que avaliam a associacdo de norovirus humanos com a
doenca diarréica aguda tem sido realizadas em varios paises do mundo, com
resultados amplamente documentados na literatura. Entretanto, no Brasil,
apenas alguns trabalhos pontuais tem sido realizados nas principais
instituicbes de pesquisa do pais, com levantamentos restritos aos grandes
centros urbanos e areas proximas.

No Brasil, a doenca diarréica ndo faz parte do conjunto de doencgas
nacionais de notificagdo compulsoéria, o que requer um olhar mais cauteloso
guanto aos indices divulgados, principalmente, devido ao grande numero de
casos subdiagnosticados, que mascaram 0s numeros reais (FACANHA;
PINHEIRO, 2005; ROCHA, 2010). Neste contexto, este estudo avaliou a
prevaléncia e a circulagdo dos norovirus, associados a casos esporadicos da

doenca diarréica aguda, que acometeram pacientes pediatricos atendidos em
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servigos de saude da cidade de Juiz de Fora, durante o periodo de janeiro de
2008 a dezembro de 2009.

Neste levantamento foi utilizada a técnica de extracdo de acido
nucléico, descrita por Boom et al. (1990), por ser considerada capaz de
eliminar substancias inibidoras da RT-PCR e o RNA extraido apresentar
gualidade similar aos obtidos com a utilizagédo de kits comerciais (ATMAR e
ESTES, 2001; FERREIRA et al., 2010). Na triagem das amostras positivas, 0s
dois pares de iniciadores Mon foram utilizados numa Unica reacdo por
permitirem a deteccdo simultdnea de norovirus pertencentes aos genogrupos
| (Mon 432, 434) e Il (Mon 431, 433). Além de menos dispendioso, este
protocolo de deteccdo apresentou sensibilidade comparavel a aquele da
reacdo de PCR em tempo real, especifica para norovirus (FERREIRA et al.,
2008).

Os resultados da pesquisa, baseados na populacdo e no periodo de
estudo, mostraram que a prevaléncia da infeccdo pelos norovirus foi de
9,17%, valor consoante com o encontrado em outros trabalhos brasileiros,
também envolvendo casos esporadicos da doenca, cujos indices de
positividade para estes virus variaram de 7% a 35,1% dos casos analisados
(BORGES et al.,, 2006; CASTILHO et al.,, 2006, SOARES et al., 2007,
VICTORIA et al., 2007; FERREIRA et al., 2010).

Ao analisar os anos do estudo separadamente, no ano de 2009, a taxa
de deteccéo foi maior que aquela observada no ano de 2008. As diferencas
nas taxas de deteccdo, observadas em estudos realizados em anos
subsequentes, tem sido comumente relatadas por alguns pesquisadores, no
Brasil e no mundo (SOARES et al., 2007; PATEL et al., 2008). Dentre os
varios aspectos que envolvem a deteccdo de norovirus e os resultados
encontrados, um deles diz respeito aos diferentes protocolos de RT-PCR
utilizados, que envolvem diferentes regides do genoma (ORF1l, ORF2,
ORF1/ORF2). Assim, possivelmente, as diferencas nas taxas de deteccao
para norovirus, encontradas entre os diferentes estudos, sejam resultantes da
grande variabilidade genética que estes virus apresentam, além dos distintos
oligonucleotideos e metodologias empregadas (DE BRUIN et al.,, 2006;
MATTISON et al., 2009).
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Neste estudo, poucas amostras foram provenientes de pacientes
hospitalizados (23/218), porém, a presenca de norovirus, como Unico agente
viral detectado (sem co-infeccdo com rotavirus, astrovirus e adenovirus -
dados ndo mostrados) em algumas dessas amostras analisadas, sugere que
a infeccao néo foi suficientemente branda para ser resolvida com cuidados
caseiros ou para que O paciente pudesse esperar até uma consulta
ambulatorial de rotina. Nesse sentido, este achado confirma a participacao
destes agentes, tanto em casos brandos, quanto em casos mais severos da
doenca em que se faz necessaria a hospitalizacdo, reiterando dados ja
descritos na literatura, de que 0s norovirus sao importantes agentes
associados a internacdo de criancas que apresentam quadro de diarreia
aguda (SOARES et al,. 2007, VICTORIA et al., 2007; PATEL et al., 2008).

A analise da distribuicdo temporal das infecc6es por norovirus mostrou
gue houve diferencas nos dois anos em que o estudo foi realizado. No ano de
2008, as amostras positivas foram detectadas de abril a agosto, periodo que
compreende as estacfes de outono a inverno, com apenas uma excecao,
relativa a uma amostra detectada no més de janeiro. Por outro lado em 2009,
as amostras positivas foram detectadas de janeiro a outubro, com excecao
dos meses de novembro e dezembro, logo, presentes praticamente em todas
as estacdes do ano. A andlise comparativa da distribuicdo temporal dos casos
positivos permitiu observar, entretanto, uma tendéncia de ocorréncia das
infecgcdes nos meses de maio e julho, em ambos os anos. Esses achados se
aproximam dos resultados apresentados por um estudo de vigilancia das
infeccdes por norovirus, realizado no estado do Rio de Janeiro de 2005 a
2008, no qual também foi observada a presenca de norovirus em diferentes
meses do ano, com relato de um pico de maior ocorréncia, também no més
de julho (FEREIRA et al., 2010).

A avaliacdo da influéncia da temperatura e precipitacdo sobre a
ocorréncia das infec¢des pelos norovirus mostrou que, em 2008, a maioria
das amostras positivas foi detectada no periodo, no qual foram registradas as
menores médias de temperatura e de precipitacdo. Esse achado se aproxima
dos resultados relatados por Victoria et al. (2007), em estudo realizado na
cidade do Rio de Janeiro, na regido sudeste, no qual foi observada a

existéncia de uma relacdo inversamente proporcional entre a frequéncia de
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deteccdo dos norovirus e os indices pluviométricos, associando, dessa forma,
a deteccgdo destes virus aos periodos mais secos do ano, na regido analisada.
Tal associacao também foi relatada por Borges et al. (2006), em levantamento
realizado na cidade de Goiania, regido Centro-oeste, no qual os calicivirus
foram detectados em todos os meses do estudo, com picos de maior
ocorréncia nos meses de abril a agosto, durante a estacdo seca da regiao
analisada.

Por outro lado, no ano de 2009, diferentemente do observado no ano
anterior, as amostras positivas foram detectadas ao longo do ano, ndo sendo
possivel associar uma maior ocorréncia destas infec¢cdes a um unico periodo.
Neste ano, a deteccdo de amostras positivas ocorreu durante os meses de
maiores e menores temperaturas e indices pluviométricos, ou seja, nos dois
periodos bem definidos do clima de Juiz de Fora, que € caracterizado por
uma estacdo seca (com temperaturas menores e pouca chuva) e uma
estacdo umida (temperaturas mais elevadas e muita chuva). Esse dado, por
sua vez, se aproxima dos resultados relatados por Barreira et al. (2010), em
estudo realizado na cidade de Vitéria, ES, também na regido sudeste do
Brasil, no qual os norovirus foram detectados em quase todos os meses do
ano.

Embora alguns autores ja tenham relatado a ocorréncia de padrdes de
sazonalidade para as infeccbes por norovirus (PARASHAR et al., 2004;
PHAN et al., 2004, FRETZ et al.,, 2005; VICTORIA et al., 2007), esta
caracteristica ndo € sempre observada, visto que alguns estudos, inclusive
realizados no Brasil, ja relataram variacdo ou auséncia de sazonalidade (O
RYAN et al., 2000; ZINTZ et al., 2005; BORGES et al., 2006; SOARES et al.,
2007; NAKAGOMI et al., 2008; BARREIRA et al., 2010). Assim, dados
divergentes quanto a sazonalidade tem sido comumente relatado na literatura,
de modo que alguns estudos demonstraram uma maior ocorréncia de
norovirus no inverno (PHAN et al., 2004, FRETZ et al., 2005), enquanto
outros descreveram um aumento importante da frequéncia destas infeccdes
nos meses de primavera e verdao (MARSHALL et al., 2003; PARASHAR et al.,
2004). Portanto, nossos resultados apontam e reiteram a necessidade de
investigacbes mais aprofundadas sobre este aspecto, pois até 0 momento, o

perfil sazonal ndo foi estabelecido.
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Na literatura esta amplamente documentado que as infec¢des por
norovirus acometem individuos de todas faixas etarias (FANKHAUSER et al.,
2002; PATEL et al.,, 2009). Neste estudo, a presenca de norovirus foi
pesquisada em individuos de 0 a 12 anos e os resultados mostraram que as
infeccBes por estes virus ndo foram detectadas em todos os grupos etarios
analisados. Nos dois anos de investigacao, todas as amostras positivas foram
detectadas em criancas com até 36 meses, com apenas uma excecao, que
consistiu na deteccao positiva, em espécime fecal proveniente de uma crianca

de 12 anos.

A expressiva ocorréncia das infeccdes na faixa etaria de 0 a 36 meses
como foi observada, ratifica alguns estudos j& realizados no mundo e em
outras regides do Brasil, reiterando assim o expressivo papel destes virus em
infeccbes entéricas, que acometem principalmente criancas mais jovens
(PHAN et al., 2004; CASTILHO et al., 2006; SOARES et al.,, 2007). Em
levantamento realizado na cidade do Rio de Janeiro, em 2004, foi observado
qgue as infeccbes por norovirus acometeram, principalmente, criancas de 0 a
12 meses (VICTORIA et al., 2007). Outro estudo realizado no mesmo estado,
durante os anos de 2005 a 2008, relatou que 36,5% (226/616) dos casos
positivos para norovirus, entre pacientes hospitalizados ou ndo, ocorreram em
criancas de até 24 meses (FERREIRA et al., 2010).

A maior concentracdo de casos positivos entre criangas mais jovens,
como tem sido demonstrado na literatura, pode ser resultante de uma
exposicdo precoce ao agente, aliada a deficiéncia de uma imunidade
protetora ativa nos primeiros meses de vida, como ja demonstrado por TALAL
et al.( 2000) e DAI et al. (2004), devendo-se considerar, ainda, a grande
diversidade genética e antigénica destes virus, que podem causar reinfec¢des
ao longo da vida (PARKS et al., 1999; DONALDSON et al., 2010).

Em relagéo a influéncia da variavel sexo, a analise estatistica aplicada
aos dados obtidos neste estudo confirmou, mais uma vez, achados descritos
por outros pesquisadores (FRETZ et al., 2005, VICTORIA et al., 2007), de que
esta variavel, ndo influi sobre a ocorréncia da infecgéo.

Todas as amostras positivas detectadas neste estudo foram

classificadas quanto ao genogrupo. Inicialmente, foi utilizada a metodologia
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de PCR descrita por Vinjé et al. (2004), visto que o produto obtido, além de
classificar quanto ao genogrupo, permite ainda sua utilizagdo na reacgao
subsequente de sequenciamento, para a determinacdo do gendtipo da
amostra. Entretanto, ndo foi possivel genogrupar todas as amostras
submetidas a este protocolo, mesmo depois de repetidas tentativas. Assim, 0s
genogrupos destas amostras foram definidos, utilizando-se alternativamente,
o protocolo da PCR descrito por Fankhauser et al.(2002). No entanto, embora
eficaz para essa caracterizagcdo quanto ao genogrupo, o produto obtido nesta
PCR ja foi descrito, por alguns pesquisadores, como ndo adequado para a
determinacdo dos gendtipos virais (FANKHAUSER et al.; 2002; ZHENG et
al., 2006; XAVIER et al., 2009). Situacdo semelhante a encontrada neste
estudo foi relatada por Ferreira et al. (2010), que relataram amostras positivas
qguando utilizaram a PCR para a regido B (ORF1), mas que foram negativas
guando analisada pela PCR dirigida para a regido D (ORF2), sugerindo
assim, que esta ultima regido seja menos sensivel a deteccdo. Como a regiao
D (ORF2) codifica para a proteina VP1, presente na por¢cado mais externa da
particula viral e, portanto, mais sujeita a pressao seletiva, € possivel que as
alteracbes genéticas, por mutacado ou eventos de recombinacdo do genoma
viral ocorridos nesta regido (ZHENG et al., 2006; MATTISON et al., 2009),
acarretem em falhas na hibridizacdo com os oligonucleotideos utilizados.
Outra possibilidade levantada € que haja a formacao de estrutura secundaria
na molécula do RNA viral, o que afetaria a eficiéncia da amplificacédo
(AMBERT-BALAY et al., 2005; TSUGAWA et al.,2006; ZHENG et al., 2006;
MATTISON et al., 2009).

A caracterizagdo molecular das amostras de norovirus detectadas em
Juiz de Fora, confirmou a presenca de amostras pertencentes aos
genogrupos | e Il, com uma predominancia marcante de NoV Gll. Este
resultado corrobora o que foi observado por diversos outros pesquisadores,
gue apontaram uma circulagéo expressiva de amostras NoV Gll em relacao
as NoV Gl (LOPMAN, BROWN e KOOPMANS, 2002; ZINTZ et al., 2005;
PATEL et al., 2008; FERREIRA et al., 2010). Uma unica amostra NoV Gl foi
detectada, entretanto, ndo foi possivel realizar reagBes posteriores
confirmatorias e de genotipagem, devido a escassez do espécime fecal, para

a conclusao das analises.
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O sequenciamento parcial do genoma, a partir do produto da PCR da
regido D, tem sido uma metodologia utilizada tanto na identificacdo de
gendtipos como em estudos de epidemiologia molecular e, mais
recentemente, como ferramenta para avaliacdo da emergéncia de variantes
de norovirus (MATTISON et al,. 2009; BARREIRA et al., 2010).

O sequenciamento e a analise filogenética das amostras de norovirus
caracterizadas como Gll revelou a presenca dos genotipos Gll.4 e GII.6
durante os dois anos de estudo, reiterando, portanto, a circulacdo dos
mesmos, também no estado de Minas Gerais , assim como tem sido
observado em outros estados brasileiros (CASTILHO et al., 2006; MORRILO
et al., 2008; NAKAGOMI et al., 2008; BARREIRA et al., 2010; FERREIRA et
al., 2010).

Das 20 amostras detectadas ao longo dos dois anos de estudo, 11
foram sequenciadas e, dentre estas, somente os genotipos Gll.4 e GlI.6 foram
detectados. Assim, o0s resultados obtidos evidenciaram a presenca e
circulacdo destes gendtipos, associados a casos esporadicos de doenca
diarréica aguda infantil, em Juiz de Fora. No entanto, varios estudos
realizados em diferentes paises, inclusive no Brasil, observaram a circulacao
de diferentes gendtipos deste virus em um mesmo periodo e espaco
geografico, relatando uma relevante diversidade genética, ndo apenas entre
as amostras de norovirus associadas a casos esporadicos, mas também
entre aquelas associadas a surtos da doenca (KIRKWOOD et al., 2005;
CASTILHO et al;. 2006; CAMPOS et al., 2008; YOON et al., 2008; BARREIRA
et al., 2010; FERREIRA et al., 2010.). Desse modo, é possivel que a pequena
diversidade genética, encontrada neste estudo, possa estar associada ao
pequeno numero de amostras sequenciadas.

Na literatura, tanto nacional quanto internacional, esta amplamente
documentado que as amostras NoV GIl.4 sdo as mais comumente
encontradas, com expressiva taxa de deteccdo, superior as de gendtipo GlI.6
(YOON et al., 2008, PATEL et al., 2009; XAVIER et al., 2009, BARREIRA et
al., 2010, FERREIRA et al., 2010). Num estudo epidemiolégico de vigilancia
das infecgBes por norovirus, realizado no estado do Rio de Janeiro no periodo
2005-2008, apenas no ano de 2007 foi relatada a detecgdo de amostras NoV
Gll.6 (FERREIRA et al., 2010), ao passo que Barreira et al. (2010), em estudo
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realizado no Espirito Santo, descreveu-o como 0 terceiro genotipo mais
detectado. Dentro dos limites da pesquisa, nossos resultados mostraram que
amostras NoV GII.6 circularam nos dois anos de estudo, tendo sido
detectadas com frequéncia semelhante as amostras Gll.4, diferentemente do
que tem sido relatado em outros estudos semelhantes, realizados no pais.

A analise comparativa das sequéncias das amostras de NoV Gll.4,
circulantes em Juiz de Fora no ano de 2008, permitiu observar que elas
apresentaram maior similaridade de nucleotideos e de aminoacidos com
amostras que circularam no estado do Rio de Janeiro nos anos de 2006, 2007
e 2008, sendo que, JF-247 e JF-709 apresentaram similaridade nucleotidica
gue variou de 98,8% a 100% com amostras do estado do Rio de Janeiro que
circularam nos anos de 2007 e 2008.

As divergéncias de 12,6% e 4,2% nas sequéncias de nucleotideos
encontradas entre as amostras NoV Gll.4 e GII.6, respectivamente, foram
inferiores aquelas relatadas por estudo semelhante, realizado por Barreira et
al. (2010), no qual foram descritas taxas de 20,6% e 18,7%, respectivamente,
para estes mesmos genétipos. Desse modo, uma menor divergéncia entre as
amostras de norovirus detectadas em Juiz de Fora, nos dois anos
subsequentes (2008 e 2009), sobretudo, entre as NoV GII.6, sugere uma
homogeneidade entre elas.

Adicionalmente, a andlise filogenética demonstrou que amostras NoV
GII.6, detectadas em Juiz de Fora, foram mais proximamente relacionadas
com uma amostra NoV GII.6 (GU132461/2007) que circulou no estado do Rio
de Janeiro em 2007, fato que, aliado a proximidade geografica das duas
cidades em que foram detectadas e a grande similaridade de nucleotideos e
aminoacidos observada entre elas, sugere uma possivel linhagem comum
entre as mesmas.

Este é o primeiro estudo epidemioldgico realizado em Juiz de Fora,
visando a deteccdo dos norovirus e a pesquisa dos genétipos circulantes,
associados a casos de doenca diarréica aguda infantil, sendo pioneiro,
também, no estado de Minas Gerais. Dessa forma, nossos dados se somam
aos achados de outras pesquisas realizadas, ampliando o conhecimento e
contribuindo para um maior entendimento das infec¢bes e dos norovirus que

circulam em nosso meio.
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Diante da relevancia epidemiolégica das doencas diarréicas agudas,
sobretudo pelas consequéncias associadas quando acometem criangas de
pouca idade, é importante realizar o diagndstico preciso destas infec¢des, ndo
apenas para reduzir o impacto na sociedade, mas também para que as
medidas profilaticas e de controle da disseminagdo da doenca possam ser

conhecidas e executadas efetivamente.
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7. CONCLUSOES

» O presente trabalho permitiu constatar a presenca e a circulagdo dos
norovirus em populacao infantil da cidade de Juiz de Fora, confirmando sua
importante participacdo como agente etiolégico nas diarreias agudas

infantis.

» A prevaléncia de NoV no periodo 2008-2009 foi de 9,17%, mostrando que,
embora pouco estudados, estes virus estdo envolvidos em casos
esporadicos de doenca diarréica aguda infantil, ocorridos também em Juiz
de Fora, MG.

» Neste estudo observou-se uma tendéncia de sazonalidade das infeccdes
no ano de 2008, no periodo da estacdo seca, fato que ndo se repetiu em
2009, quando os norovirus foram detectados em varios meses do ano,
durante as estacdes seca e Umida. Entretanto, a analise comparativa da
distribuicdo mensal das amostras positivas, detectadas nos dois anos,
mostrou uma tendéncia na ocorréncia das infecgdes, nos meses de maio e

julho.

» A maioria das amostras positivas, deste levantamento, foi detectada em
criancas na faixa etéria de 0 a 36 meses.

» Nao foi observada influéncia do sexo da criangca, na ocorréncia das

infec¢des pelos norovirus.

» A caracterizagdo molecular das amostras detectadas em Juiz de Fora
mostrou a presencga dos NoV Gl e Gll, evidenciando a predominancia de
NoV Gll, assim como vem sendo relatado em diversos estudos

epidemioldgicos realizados ao redor do mundo.
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» O sequenciamento e analise filogenética de algumas das amostras NoV GlI
revelou a presenca de genétipos Gll.4 e GII.6, que co-circularam nos anos
de 2008 e 2009.

» As amostras JF-247, JF-705 e JF-709 de NoV Gll.4, que circularam no ano
de 2008, apresentaram maior similaridade nucleotidica e de aminoéacidos
com amostras que circularam no estado do Rio de Janeiro, nos anos de
2006, 2007 e 2008.

» A analise filogenética mostrou que as amostras NoV GII.6, detectadas em
Juiz de Fora, foram mais proximamente relacionadas com uma amostra
Gll.6 (GU132461/2007), que circulou no estado do Rio de Janeiro, em
2007. Este fato aliado a alta similaridade de nucleotideos e aminoacidos
entre estas amostras e a proximidade geografica das cidades em que

foram detectadas, sugere uma possivel linhagem comum entre as mesmas.
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APENDICE A - COMPOSICAO E PREPARO DE SOLUCOES

1 SOLUCAO UTILIZADA NA CLARIFICACAO DE AMOSTRAS FECAIS

1.1SOLUCAO 0,01M TRIS /HCL /CA™(0,0015M) PH 7,2

1.1.1 Composicéo
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IS == F = 0,65¢g

(O [0]£<Y (o} [0 %=1 (o3 o T 0,11¢

Agua destilada (quantidade suficiente para- q.5.p)................ 500 mL

Yol o [o )l (o] g 1o [goto o TR o U para ajustar o pH em 7,2

1.1.2 Preparo

1) Separe todo o material e proceda a pesagem.

2) Em um béquer, coloque o tris e o cloreto de calcio pesados e a seguir adicione

um pouco da agua destilada para dissolver os reagentes. N&o coloque toda a agua

de uma vez, pois ocorre expansao de volume pela propria reacao.

3) Ajuste o pH em 7,2 com a adicdo gota a gota do &cido cloridrico, utilizando o

pHmétro. A seguir ajuste o volume final com a &gua destilada, utilizando uma

proveta.

2 SOLUCOES UTILIZADAS NO PROCESSO DE EXTRACAO DO RNA VIRAL

2.1 SUSPENCAO DE SILICA

2.1.1 Composicao



Agua deionizada .5.p.....coveevereeeeeeieeieeee e 500 mL

2.1.2 Preparo
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1) Pesar 60 g de silica em um béquer, completar para 500mL com agua deionizada,

utilizando uma proveta, homogeneizar e deixar sedimentar por 24 h.

2) ApoOs este tempo, retirar 430 mL do sobrenadante por aspiracdo e dispensar.

Ressuspender a silica para 500ml com agua deionizada, utilizando uma proveta,

homogeneizar e deixar sedimentar por mais 5 h.

3) A segquir, retirar 440 mL do sobrenadante por aspiracdo e desprezar. Adicionar

600 pL de acido cloridrico puro e verificar o pH da suspenséo, que deve ficar em 2.

4) Colocar um agitador magnético dentro do béquer para manter a suspenséo de

silica em constante homogeneizacéao e pipetar aliquotas de 5mL para frascos ambar

ou para microtubos de 1,5 mL envolvidos com papel aluminio.

5) Autoclavar por 20 min/121°C e estocar na geladeira.

2.2 TAMPAO DE L6

2.2.1 Composicao

Isotiocianato de guanidina............cccceeeeveeiiieieeeeeeieeeeeee e, 120 g
TrS-HCI 0,1 M PH 6,4....eeii e 100 mL
EDTAO,2MPH 8,0 22 mL
Trton X-100.. ... 2649

Ocorre uma expanséao do volume, de modo que o volume final € de 200mL.
2.2.2 Preparo
1) Pesar o Triton X-100 e o Isotiocianato de guanidina e colocar em um béquer.

2) Medir o EDTA e o Tris -HCI e adicionar ao béquer.



3) Colocar um agitador magnético e deixar dissolver.

4) Armazenar em frascos estéreis.

2.3 TAMPAO DE L2

2.3.1 Composicao

Isotiocianato de guanidina...............cccceeeeeiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeias 120 g

TriS-HCI 0,1 M PH 6,4....eniiiiieieeeee e 100 mL

Ocorre uma expansao do volume, de modo que o volume final é de 200mL.
2.3.2 Preparo

1) Pesar o Isotiocianato de guanidina e colocar em um béquer.

2) Medir o Tris -HCI e adicionar ao béquer.

3) Colocar um agitador magnético e deixar dissolver.

4) Armazenar em frascos estéreis.

2.4 SOLUCAO DE TRIS-HCL 0,1M pH 6,4 (utilizada nos tampdes L6 e L2)

2.4.1 Composicao
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IS 2= < 1419
Agua destilada (quantidade suficiente para (g.s.p))............. 100 mL
Yol o [o )l (o] g 1o [goto o TRy o R para ajustar o pH em 6,4

2.4.2 Preparo

1) Pesar o tris e colocar em um béquer.
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2) Adicionar um pouco da agua destilada para dissolver o reagente.

3) Ajuste o pH em 6,4 com a adicdo gota a gota do acido cloridrico, utilizando o
pHmétro.

4) Ajustar o volume em 100 mL, utilizando uma proveta.

2.5 SOLUCAO DE EDTA 0,2 M pH 8,0 (utilizada no preparo do tampo L6)

2.5.1 Composicao

E D T A et 3,729
Agua destilada g.S.Pu....ccveeeeeeeeeee e, 100 mL
ACIAO CIOMANCO GuS.Puveviieii e para ajustar o pH em 8,0

2.5.2 Preparo
1) Pesar o EDTA e colocar em um béquer.
2) Adicionar um pouco da agua destilada.

3) Ajuste o pH em 8,0 com a adicdo gota a gota do acido cloridrico, utilizando o
pHmMEétro.

4) Ajustar o volume em 100 mL, utilizando uma proveta.

2.6 SOLUCAO DE HIDROXIDO DE SODIO 10M (para descarte dos tampdes L6 e
L2)

2.6.1 Composicao
Hidroxido de SOAI0........cccovvvvvieiiiiice e 200 g

Agua destilada g.S.Pu....ccveeeeeeee e, 500 mL
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2.6.2 Preparo
1) Pesar o hidroxido de sddio e colocar em um béquer.

2) Adicionar a agua destilada aos poucos até completar o volume de 500 mL, com

auxilio de uma proveta.

2.7 SOLUCAO DE HIPOCLORITO DE SODIO 10% (para descontaminar o material)

2.7.1 Composicao

Solucéo de hipoclorito de sodio comercial............cccceeeeeenn.... 200 g

Agua destilada g.S.Pu....ccveeeeeeeeee e, .1000 mL

2.7.2 Preparo

1) Medir o hipoclorito de s6dio comercial em proveta e colocar em um béquer.

2) Adicionar a 4gua destilada aos poucos até completar o volume de 1000 mL, com

auxilio de uma proveta, e homogeneizar.

2.8 SOLUCAO DE ETANOL 70%

2.8.1 Composicao

ELANOl 95%0......cci i 700 mL
Agua destilada g.S.P......coeeveeeeeeeeeeeeeeeee e 1000 mL
2.8.2 Preparo

1) Medir o etanol e colocar em uma proveta.

2) Adicionar a agua destilada aos poucos até completar o volume de 1000 mL e

homogeneizar.
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3) O uso do Alcoémetro de Gay-Lassac, quando disponivel no laboratério, garante
maior precisdo no preparo da solugéo.

3 SOLUCOES UTILIZADAS NO PROCESSO DE ELETROFORESE EM GEL DE
AGAROSE

3.1 TAMPAO TBE 5X 0,5 M

3.1.1 Composicao

Tris (hidroximetil-tris-aminometano) (SIGMA®).................... 54 g
EDTA 0,5M PH 8..eeeiiiiiiieie et 20mL
ACIHO BOFICO.c.eeee ettt e, 27,59
Agua destilada 0.5.p. «.ccoeeveereeeeieeeeeee e 1000mL

3.1.2 Preparo

1) Em um bécher de 1000mL foram adicionados os reagentes e homogeneizados

com agitador magnético em 800mL de agua.

2) O conteudo foi transferido para proveta de 1000mL e o volume final completado.

3.2. TAMPAO TBE 1X 0,5 M, pH 8,4

3.2.1 Preparo
1) Em uma proveta de 1000mL foram adicionados : 200mL do tampé&o TBE 5X e 800

mL de agua destilada, perfazendo o volume final de 1000Ml.

2) A solucdo foi transferida para um bécher de 1000mL, homogeneizada e
posteriormente armazenada em frasco de vidro a 22-25°C.
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3.3 GEL DE AGAROSE A 1,5%

3.3.1 Composicao

Agarose (INVItrogen®).........uuceeiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1,29

Tampao TBE 1IXO0,5M pH 8,4......eviiiiiiii e, 80mL

3.3.2 Preparo

1) A agarose foi pesada e colocada em um erlenmeyer de 250mL.

2) Foram adicionado 80mL de tampédo TBE 1X 0,5M. O erlenmeyer foi levado ao

forno de microondas por 1lminuto (em poténcia alta) até que a agarose fosse

dissolvida, deixando resfriar até +/- 50°C.

3) A seguir, a agarose foi colocada na cuba de eletroforese, tendo sido evitada a

formacéo de bolhas.
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ANEXO A
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REFTORIA DI PESQUISA
COMITE DEETICA EM PESQUISA - CEP ORI
36036900- JULZ DE FORA = MG - BRASTL

Parecer n° 049/2007

Projeto de Pesquisa: "Estudo da prevaléncia da diarréia aguda em criangas atendidas em hospitais publicos e

privados no municipio de Juiz de Fora — MG, e sua associagéo com os rotavirus”
Pesquisador Responsavel: Ménica Couto Guedes Sejanes da Rocha

Pesquisadores Participantes: Maria Luzia da Rosa e Silva, Sandra Helena Cerrato Tibiriga, Ina Pires de

Carvalho, Gilmara Soares da Silva.
Instituicdo: Universidade Federal de Juiz de Fora, ICB/Departamento de Parasitologia, Microbiologia e
Imunologia.

Sumario/comentarios

O CEP analisou o Protocolo 990.036.2007, Grupo Ill e considerou que:

Este ¢ um estudo justificado pelos autores pela relevancia de estudos epidemiologicos sobre as doengas
diarréicas, em especial as rotaviroses, Segundo os sutores, os dados obtidos poderéo contribuir para
um maior conhecimento desta infecgédo e dos tipos de rotavirus mais prevalentes em nosso meio, aléem
de fornecer subsidios para o desenvolvimento de politicas publicas de satde no municipio de Juiz de
[Fora.

A metodologia a ser empregada para a invesligagdo ¢ adequada aos objetivos do estudo, e sera
baseada na colela de dados clinicos em prontuérios e analise de fezes para pesquisa de rotavirus,
obtidas dos pacientes que apresentam sintomas de doenga diarréica.

O embasamento tedrico apresentado sustenta o objetivo do estudo.

Caracleristicas da populagéo a estudar: ¢ proposta a avaliagao de aproximadamente 5000 pronluarios
hospitalares de 2006 a 2008 de pacientes, criangas de 0 a 5 anos, atendidos em diferentes hospitais do
municipio de Juiz de Fora, além da analise de aproximadamente 2000 amostras fecais coletadas de
pacientes deste mesmo perfil atendidos nos hospitais participantes.

O estudo prevé a coleta de dados em 4 hospitais, dois publicos (Santa Casa de Misericordia e Hospital
Universitario da UFJF) e dois privados (Hospital Albert Sabin e Hospital Monte Sinai). Encontra-se
anexado ao protocolo documento de autorizagéo da coleta de dados e material das instituigoes citadas.
Os custos e planejamento orgamentario encontram-se anexados ao protocolo, sendo que o custeio sera
de responsabilidade do Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do ICB/UFJF, alem
de verba ja existente em projeto apoiado pela FAPEMIG cujo lermo de outorga foi apresentado.

O cronograma foi devidamente apresentado em meses, considerando-se a provagao do protocolo neste
comité em margo de 2007, para o inicio da coleta de dados e materiais, com estudo previsto para 24
meses de duragéo. )

Avaliacao de risco foi realizada, sendo a pesquisa classificada como de risco minimo.

O termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE esta claro, em linguagem adequada para
compreensido do sujeilo, apresenta descrigao suficiente dos procedimentos de coleta de dados, e
considera a avaliagéo de risco.

A qualificagdo do pesquisador responsavel é pertinente para o desenvolvimento do projeto de pesquisa.
O pesquisador responsavel deve encaminhar a este comité um relatério final da pesquisa.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa ~ CEP/UFJF, de acordo com as atribuigbes definidas na
Res. CNS 196/96, manifesta-se pela aprovagéo do protocolo de pesquisa proposto.

Situagao: Projeto Aprovado
Juiz de Fora, 17 de maio de 2007.

Profa Dra. ta-Maria Gollher RECEBI
Coordenadl¢ra — CEP/UFJF

ASS: _

DATA: .. 12007
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ANEXO B

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP UFJF
36036900- JUIZ DE FORA - MG — BRASIL

Anexo ao Parecer n° 049/2007
Protocolo CEP-UFJF: 990.036.2007 FR: 124418 . . CAAE: 0028.0.180.000-07 -
Projeto de Pesquisa: “Estudo da prevaléncia da diarréia aguda em criangas atendidas em hospitais publicos e
privados no municipio de Juiz de Fora — MG, e sua associagdo com os rotavirus”
Pesquisador Responsavel: Monica Couto Guedes Sejanes da Rocha
Pesquisadores_Participantes: Maria Luzia da Rosa e Silva, Sandra Helena Cerrato Tibirica, Ina Pires de
Carvalho, Gilmara Soares da Silva.
Instituicio: Universidade Federal de Juiz de Fora, |CB/Departamento de Parasitologia, Microbiologia e
Imunologia.
Matéria Analisada’ Solicitagde de alteragdo da data de término do projeto

Sumario/comentarios

O CEP/UFJF toma conhecimento da solicitacdo e da justificativa para alteragdo da data de téermino do
referido projeto de pesquisa do ano de 2008 para o ano de 2010. Apds avaliagao do pedido e do parecer
emitido, este Comité manifesta-se pela aprovagdo da solicitagio. Sendo assim, a documentagdo sera
anexada ao protocolo e sera arguivada.

Juiz de Fora, 17 de abril de 2008

Tnv
Profa. Ms. Cyntia Pace Schmitz Correa RECEBI
Coordenadora — CEP/UFJF

DATA: { 2008

ASS:




ANEXO C

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-RETTORIA DE PESQUISA
CONTYEDE FHCA ENPESQUISA - CEP LRI
36030900- JUIZ DE FORA - MG - BRASIL

Parecer n°® 281/2006

Protocolo CEP-UFJF: 903.209.2006 FR: 109707 CAAE: 0137.0.180.000-06

Projeto _de Pesquisa: "INVESTIGACAO EPIDEMIOLOGICA DE PATOGENOS VIRAIS E

. BACTERIANOS ASSOCIADOS A MANIFESTAGOES CLINICAS NO TRATO GASTROINTESTINAL
EM CRIANCAS E ADULTOS NA ZONA DA MATA MINEIRA"

Pesquisador responsavel: MARIA LUIZA DA ROSA E SILVA

Pesquisadores participantes: INA PIRES DE CARVALHO, CLAUDIO GALUPPO DINIZ,

SANDRA HELENA CERRATO TIBIRICA, JOSE PAULO GAGLIARDI LEITE, MARIA

AUXILIADORA ROQUE DE CARVALHO, LUIZ DE MACEDO FARIAS, VANIA LUCIA DA
SILVA, MONICA COUTO GUEDES SEJANIS DA ROCHA, GILMARA SOARES DA SILVA.

Instituigdo: Universidade Federal de Juiz de Fora — Instituto de Ciéncias Biologicas

O CEP analisou o Protocolo 903.209.2006, Grupo lll e considerou gue:

- O projeto encontra-se muito bem justificado, de acordo com objeto proposto para ser investigado ¢ a
revisdo bibliografica demonstrada. O valor cientifico da proposta ¢ extremamente relevante no que diz
respeito 3 importancia da realizagdo de estudos epidemiologicos que avaliem a variagao de sicus
encontrados em doengas do trato gasirointestinal, para que se possam estabelecer critérios, rotinas e
tratamentos mais direcionados. De acordo com os pesquisadores, no Brasil, tais doengas sao uma das rais
frequentes na infancia, sendo uma importante causa de procura por atendimento clinico. Segundc a
Organizagdo Mundial de Saude, a dcenca diarréica & a primeira ou a segunda maior causa de 6bild; e
estimativas apontam a ocorréncia de cerca de um milhdo de mortes anuais entre cirangas com mencs de
cinco anos. Os pesquisadores descrevem varios tipos de virus relacionados com as doeacas
gastrointenstinais (os rotavirus, os virus Norwalk, os astrovirus e os adenovirus, além das deencas
causadas por agdo bacteriana, principalmente pelos microorganismos anaerobios do grupo Bacteriudes
fragilis e os anaerobios facultativos do grupo dos bastonetes Gram negativos entéricos da iz vilia
Enterobacteriaceae como Escherichiz coli, Salmonella sp. e Shigella sp. Os pesquisadores tamb2m
justificam que a identificagdo convencial destes patogenos a partir de amostras fecais por cultura seleivi e
caracteristicas bioquimicas ¢ complexa e dispendioso; € que métodos moleculares tém sido desenvelvidlos
para detecgao rapida destes microorganismos

- Os objetivos gerais deste estudo s2o. ® contribuir para a geracao de dados epidemioldgicos sokbre 2
ocorréncia de reservatorios naturais e etiologia de agentes virais e bacterianos envolvidos =m
manifestagdes clinicas de doengas do trato.gastrointestinal no municipio de Juiz de Fora, na Zona da Mata
Mineira e @ Contribuir para formagéo de recursos humancs especializados (alunos de graduagdo e pis-
graduagao). Os objetivos especificos s3o: () detectar a presenga de rotavirus e adenovirus nos espécimes
fecais obtidas; @ avaliar a incidéncia e a sazonalidade das rotaviroses, @ caracterizagdo fenotipica (por
EGPA) e genotipica (por RT-PCR) das amostras de rotavirus detectadas, @ detectar a presenca de
astrovirus e virus Norwalk nos espécimes fecais obtidos; @ isolar e identificar linhagens bacterianas cos
géneros Bacterdides fragilis, Escherickia coli, Salmonela sp e Shigella sp, ® avaliar a ocorréncia de
linhagens de B. fragilis enterotoxigénicas e @ Genotipar as diferentes linhagens bacterianas

- Serao analisados pelo menos 500 amostras fecais provenientes de criangas apresentando manifestacies
clinicas do trato gastrointestinal, de 0 2 5 anos de idade, atendidas na Policlinica de Benfica (Regional
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Norte) e no Pronto Atendimento Infantl — PAI, em Juiz de Fora. Os espécimes fecais serao colhides ras

unidades de saude por enfermeiras przviamente treinadas ou nos domicilios peios responsaveis apds as
orientagOes passadas pelas enfermeirz.As amostras serdo armazenadas em potes descartaveis e levacas
ao Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do ICB/UFJF. As amostras serao codificacas
para preservar 0 anonimato dos doadores cujos responsaveis deverdo, no ato da coleta, consentir com sua
utilizagdo apos leitura do TCLE. Além disso, os pesquisadores irdo aplicar um questionario para coleta cos
dados epidemioldgicos pertinentes & pesquisa (tal questionario esta anexado ao protocolo da pesquisa) Js
pesquisadores descrevem detalhadamente como fardo as analises necessarias para a detecgao cos

agentes virais e/ou bacterianos propostos

Dra. Ang ;GW

Coordenadorg PEP - URJ
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ANEXO D

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-RETTORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEPUFIF
36036900 JUIZ DE FORA - MG - BRASIL

- A revisao e as referéncias bibliograficas sustentam os objetivos do estudo.

- O orgamento foi apresentado de acordo com a planilha pertinente aos termes do Edital de Pesquisa
FAPEMIG/SUS 005/2008, cujos formularios se encontravam-se em anexo. O custo final do projeto foi de RS
347.530.05, sendo R$ 18.640,00 com gastos em diarias, R$ 130.900,00 com gastos em material de
consumo, RS 17.000,00 com gastos em passagens aereas, R$ 16.549,05 em gastos com despesas
operacionais e R$ 164.441,00 em gastos com aquisi¢ac de materiais permanentes. Todos estes gastos
estdo justificados na metodologia que sera empregada na pesquisa.

- O cronograma ndo esta descrito em meses, e sim em Ano 1 e 2 e Meses de 01 a2 12, em um total de 24
meses. N3o ha mencao sobre a data de inicio e término do projeto. Os pesquisadores justificaram tal fatc
alegando que “o inicio da pesquisa esta condicionado & aprovagdo, assinatura do termo de outorga e
liberagao dos recursos pela FAPEMIG, de acordo com o edital 005/2006 desta mesma instituigao.

- O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE, estd em linguagem adequada, acessivel 2
compreensdo da metodologia e dos desfechos da pesquisa para 0s responsaveis pelos menores oue
participarao da pesquisa.

- As qualificagdes dos pesquisadores sao pertinentes ao tema de estudo proposto.

- Salientamos que os pesquisadores deverao encaminhar a este comité o relatorio final ca pesquisa

.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UFJF, de acordo com as atribuigoes
definidas na Res. CNS 196/96, manifesta-se pela aprovagao do protocolo de pesquisa proposto

SITUAGAO: Projeto Aprovado
Juiz de Fora, 23 de Novembro de 2C06.

Profa. Dra Angéla@“Mania Gollner
Coordenadorg - CEP/UFJF



