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1 INTRODUCAO

As gastroenterites agudas virais constituem importante causa de morbidade,
principalmente em criangas menores de cinco anos em diversas partes do mundo, sendo
importantes agentes etiologicos os rotavirus, calicivirus humanos (HuCVs), adenovirus
entéricos e astrovirus, dentre outros (WILHELMI et al., 2003). Os norovirus (NoVs) sdo a
principal causa de gastroenterite epidémica ndo-bacteriana, afetando individuos de todas as
idades, tanto em paises desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento. Considera-se
que os NoVs sejam responsaveis por aproximadamente 50% de todos os surtos de
gastroenterite no mundo e, que somente nos Estados Unidos, sejam responsaveis por 23
milhdes de casos de gastroenterite e 50 mil hospitalizacdes a cada ano (MEAD et al., 1999;
PATEL et al., 2008; 2009). Nos paises em desenvolvimento, estudos tém reportado elevados
indices de deteccdo de calicivirus humanos (norovirus e sapovirus) entre criancas menores de
cinco anos (BINDHU et al., 2007; ARAGAO et al., 2010; GARCIA et al., 2010).

Os NoVs foram observados pela primeira vez por microscopia eletrénica em um
filtrado fecal proveniente de uma crianca que apresentou gastroenterite durante um surto
ocorrido em uma escola de ensino primario em Norwalk, Ohio, em 1972. Os sapovirus foram
observados pela primeira vez em 1979, também por microscopia eletrénica, em amostras de
criangas coletadas durante um surto de gastroenterite em um orfanato em Sapporo, no Japéo
(GREEN, 2007).
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Os norovirus e sapovirus constituem géneros distintos da familia Caliciviridae
(ICTV, 2009). As particulas virais sdo esféricas ndo envelopadas, possuem um didmetro de
27 a 32 nm, e seu genoma é composto por RNA fita simples de polaridade positiva e
compreende duas ou trés regides de leitura aberta (RLAsS). A primeira RLA dos NoVs
codifica para uma poliproteina, que é posteriormente clivada em varias proteinas ndo-
estruturais. A segunda codifica para a proteina VP1 (formadora do capsideo viral) e a terceira
para VP2 (proteina menor estrutural). Para os sapovirus, a RLAL codifica para uma
poliproteina e a RLA2 para uma proteina pequena de constituicdo basica (GREEN, 2007).

Os NoVs sdo ainda classificados em genogrupos (GI-V), que sdo subdivididos em
clusters genémicos. Amostras virais dos genogrupos Gl, GIl e GIV infectam humanos
(ZHENG et al., 2006), sendo os NoVs do genogrupo | e Il os mais prevalentes entre a
populacdo humana em geral. A classificacdo dos sapovirus também é feita em cinco
genogrupos (GI-V), e somente amostras pertencentes ao genogrupo GlII ndo foram ainda
detectadas em humanos (YIN et al., 2006). Estes agentes séo, portanto, dotados de elevada
diversidade genética e antigénica, o que tém dificultado o seu estudo, bem como a
padronizacdo dos métodos diagnosticos e de caracterizacdo molecular (DONALDSON et al.,
2008).

A principal via de transmissdo dos HuCVs é a fecal-oral, e a infeccdo se da
principalmente, através da ingestdo de agua ou alimentos contaminados, exposicao a fomites e
contato pessoa-pessoa. Estudos tém mostrado que a infec¢do por calicivirus é autolimitada,
com sintomas durando em média de 12 a 48 horas, sendo o periodo de incubacdo de 10 a 77
horas. Os principais sintomas associados a infeccdo sdo: nausea, vOmito, diarréia e dor
abdominal, relatos de cefaléia e mialgia também foram registrados. A desidratacdo devido a
diarréia abundante é uma das complicacdes, principalmente em criancas e idosos (GREEN,
2007). Os NoVs tém sido também detectados em amostras fecais de criancas assintomaticas
(BARREIRA et al., 2010).

Pessoas de todas as idades podem ser infectadas pelos HUCVs durante todas as
estacGes do ano, podendo ocorrer picos sazonais no inverno e também verdo nos paises de
clima temperado (MOUNTS et al., 2000). Os virus do género norovirus sdo geralmente
responsaveis por uma diarréia mais grave, enquanto que 0s sapovirus estdo associados a uma
diarréia mais branda (PANG et al., 2000; SAKAI et al., 2001). Os surtos de gastroenterites
causados por esses virus sdo mais frequentes em locais com aglomeracdo de pessoas como

hospitais, creches, escolas, restaurantes e asilos, dentre outros (KOOPMANS, 2009).



Dados da literatura tém revelado que, em paises desenvolvidos, a aquisicdo de
anticorpos para os HUCVs é gradualmente crescente de acordo com o aumento da idade, de
maneira que 50% dos individuos maiores de 50 anos possuem anticorpos contra esses Virus.
Em contrapartida, estudos em paises em desenvolvimento mostram que a soroprevaléncia de
anticorpos contra o virus Norwalk (GI-NoVs) pode variar de 80 a 100% em criancas de até
cinco anos de idade (BLACK et al., 1982; DIMITROV et al., 1997). Apesar de grande parte
da populacdo mundial ja ter sido infectada pelo menos uma vez por HUCVs, a imunidade a
estes agentes ndo é muito bem compreendida, sendo que alguns estudos revelam a existéncia
de imunidade heterotipica para certos genogrupos de curta duracdo, e uma imunidade
homotipica de maior duracdo, mas ndo completamente protetora contra infeccdes
subsequentes por estes virus (LINDESMITH et al., 2003; 2005; DONALSON et al., 2010).

No contexto da importancia das gastroenterites virais na infancia, desde marco de
2006, a Vacina Oral Humana para Rotavirus (Rotarix), constituida de uma cepa monovalente
G1P[8] de rotavirus humano atenuado, vém sendo utilizada no Brasil como parte do programa
nacional de imunizacdo, reforcando a necessidade de um continuo monitoramento dos
rotavirus humanos e de outros virus gastroentéricos circulantes em diferentes grupos
populacionais. Ademais, existe apenas um estudo epidemiolégico conduzido na regido
Centro-Oeste, que detectou HuCV em 8,6% das amostras fecais de criangas com
gastroenterite aguda, coletadas no periodo de 1998 a 2002 (BORGES et al., 2006).

Considerando-se os indices significativos de detec¢do dos virus gastroentéricos
em criangas sintomaticas da regido Centro-Oeste (CARDOSO et al., 2002; 2003; COSTA et
al., 2004) e a escassez de estudos envolvendo a sua detec¢do em outros grupos populacionais,
como criancas frequentadoras de creches, tornam-se necessarios estudos complementares para
se avaliar a ocorréncia dos HUCVs, entre outros virus, em criancas de até cinco anos de idade,
com ou sem sintomas de gastroenterite, permitindo uma melhor avaliacdo da importancia
epidemiologica destes agentes em diferentes populacdes da regido, bem como do possivel

papel dos assintomaticos na transmissao viral.

2 OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo detectar HUCVs em amostras fecais

provenientes de criangas menores de cinco anos, frequentadoras de CMEIS em Goiénia-GO.



3 METODOLOGIA

3.1 Material de Estudo

O material de estudo foi constituido de 237 espécimes fecais, obtidas de igual
namero de criangas menores de cinco anos de idade, sintomaticas ou ndo, frequentadoras de
oito diferentes CMEIs. As amostras foram coletadas no periodo de Janeiro de 2008 a Margo
de 2009, mediante assinatura do termo de consentimento em participacdo no estudo pelos pais
ou responsaveis e acompanhadas de um questionario com perguntas para uma investigacdo
clinica e epidemioldgica.

O material, portanto, ja havia sido coletado e encontrava-se armazenado in natura

no Laboratorio de Virologia Humana IPTSP/UFG, para a avaliacdo da ocorréncia de HUCVs.

3.2 Preparo das Suspensdes Fecais

As amostras fecais foram inicialmente processadas para a obtencdo de uma
suspensdo fecal a 20% em tampdo salina fosfato (PBS) pH 7,4. As suspensdes foram
homogeneizadas e clarificadas por centrifugacdo a 3000 x g por 10 minutos. Em seguida, o

sobrenadante foi coletado e estocado a -20°C até o momento de analise.

3.3 Extracdo do ssRNA para a deteccdo de HUCV

O RNA fita simples foi extraido a partir das suspens@es fecais, utilizando-se o
agente quiomiotrépico (isotiocianato de guanidina) e silica, de acordo com descricdo de
BOOM et al. (1990), com modificacdes (CARDOSO et al., 2002), conforme descrito:

a. 300 pl de suspensdo fecal de cada amostra foram incubados em banho-maria
com 800 pl de tampdo L6 e 20 pl de PK (10 mg/ml) por 10 minutos. Apds essa fase,
adicionaram-se 200 pl de etanol absoluto gelado e 15 pl de silica, e homogeneizaram-se as
amostras em vortex.

b. A suspensdo de cada amostra foi em seguida centrifugada a 16000 rotacdes
por minuto por 20 segundos, descartando o sobrenadante. Essa etapa de centrifugagéo e
descarte do sobrenadante foi repetida por trés vezes, primeiramente adicionando-se 500 ul de

tampao L2, seguido de 500 pl de etanol a 70% e, por ultimo, 500 pl de acetona P.A.



c. Apos a Ultima centrifugacdo, o pellet foi colocado para secar em banho-maria
por 15 minutos e depois foram adicionados 40 ul de agua com DEPC 0,1% por amostra,
seguido de nova incubagdo por mais 15 minutos. Homogeneizou-se entdo a suspenséo,
centrifugou-se a 16000 r.p.m por 3 minutos e recolheu-se 20 ul do sobrenadante em tubos
eppendorff. O material extraido foi entdo armazenado a -20°C até o momento do uso.

3.4 Deteccdo dos HUCVs por RT-PCR

A deteccdo de calicivirus foi feita por RT-PCR seguindo metodologia e
iniciadores descritos por GREEN et al. (1995), VINJE et al. (1997) e JIANG et al. (1999).

Para amplificacdo de parte da RLAL, foi utilizado o par de iniciadores p289/290,
com produto de tamanho esperado de 319 pb para os norovirus e 331 para 0s sapovirus. Para
amplificacdo de segmento da RLA2, utilizou-se os iniciadores MON 381/383, com fragmento
amplificado de tamanho esperado de 322pb para os NoVs. Os produtos de RT-PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,5%) e visualizados em transluminador (UV)

utilizando-se como padrdo de tamanho molecular o 100pb DNA ladder.

35 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o programa Eplinfo versao

6.0. Aplicou-se o teste de qui-quadrado (%), com intervalo de confianca de 95%.

4 RESULTADOS

Do total de 237 amostras fecais, 58 foram positivas para HUCVs, considerando-se a
deteccdo pelos dois pares de iniciadores, perfazendo um indice global de positividade de
24,5%.

Em todos os CMEIs foram encontradas amostras positivas para calicivirus, bem
como em todos os meses, durante o periodo do estudo. Entretanto, observaram-se maiores

indices de detec¢do durante os meses com umidade relativa do ar mais alta (Grafico 1).



Gréfico 1. Positividade para HUCVs em relagéo a
cada més de coleta das amostras fecais
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Em nosso estudo, criangas do sexo masculino apresentaram maior indice de
positividade do que criangas do sexo feminino (tabela 1). Entretanto, estes dados ndo foram

estatisticamente significativos (p=0,37).

Tabela 1- indices de positividade para calicivirus em amostras fecais de criancas

frequentadoras de CMElIs, considerando o género das criancas.

Negativo (%0) Positivo (%) Total (%)

Feminino 82 (34,6) 22 (9,3) 104 (43,9)
Masculino 97 (40,9) 36 (15,2)* 133 (56,1)
Total 179 (75,5) 58 (24,5) 237 (100,0)

*+2 = 0,81, p=0,37
Quando consideramos a ocorréncia dos HUCVs em relacdo a faixa etaria das
criangas observamos, em nosso estudo, a positividade para HUCVs em todas as faixas etérias,

com maior ocorréncia entre criangas com mais de 36 meses de idade (p=0,004) (tabela 2).

Tabela 2- indices de positividade para calicivirus de acordo com a

faixa etaria das criancas.

Idade (meses) Positivas/analisadas %

0-12 3/37 8,1
13-24 34/121 28,1
25— 36 6/40 15,0
>36* 15/39 38,46
Total 58/237 24,47

*y2=13,24; p= 0,004



Nosso estudo envolveu criangas com ou sem quadro de gastroenterite, sendo
encontrado um maior indice de positividade para calicivirus nas amostras ndo-diarréicas
(tabela 3).

Tabela 3- Positividade para calicivirus em amostras fecais de crian¢as com ou sem

diarréia.
Diarréia Positivas/analisadas %
Presente 14/72 19,4
Ausente 44/165* 26,7
Total 58/237 24,5
*y2= 1,05, p=0,3

5  DISCUSSAO

O indice de positividade encontrado no presente trabalho foi semelhante aos
reportados por outros estudos realizados no Brasil, que observaram taxas de deteccdo
variando de 8,6 a 33,3% (BORGES et al., 2006; CASTILHO et al., 2006; VICTORIA et al.,
2007). Entretanto, a maioria destes estudos teve como populagdo alvo criangas com diarréia
aguda, diferentemente do nosso estudo que teve como populacdo alvo tanto criancas
sintométicas como assintomaticas.

Dentre as amostras positivas, 48 foram amplificadas com o par de iniciadores MON
381/383, demonstrando uma maior incidéncia de NoVs na populacdo analisada, 0 que tém
sido também relatado por outros autores em diferentes populacbes (DONALDSON et al.,
2008; LINDESMITH et al., 2008).

Um estudo do Centro-Oeste (BORGES et al., 2006) observou uma sazonalidade
para os HUCVs durante a estacdo chuvosa, corroborando os maiores indices de deteccédo
durante os meses com umidade relativa do ar mais alta encontrado em nosso trabalho.

Em relacdo a faixa etaria, diferentemente do observado no presente estudo, alguns
estudos reportam a ocorréncia tanto de sapovirus quanto de norovirus entre criancas de todas
as faixas etarias (BORGES et al., 2006; BINDHU et al., 2007). Outros estudos revelam uma
maior ocorréncia de NoVs entre criancas com até 12 meses de idade (ARAGAO et al., 2010),
com maior risco para infeccdo assintomatica entre menores de 6 meses de idade (BUCARDO
et al., 2010).



A positividade para calicivirus em amostras ndo-diarréicas corrobora dados
mundiais sobre a circulacdo dos HUCVs também entre individuos assintomaticos (O’RY AN
et al. 2009; BARREIRA et al., 2010; BUCARDO et al., 2010).

6 CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente estudo demonstram a circulacdo de HUCVs, com destaque
para os NoVs, tanto entre criancas sintomaticas quanto assintomaticas. Nossos resultados
sugerem um possivel envolvimento de criangas assintomaticas na transmissdo dos HUCVs a
susceptiveis, destacando a importancia do monitoramento de diferentes populacdes,
sintomaticas ou nao, como medida de controle e prevencdo de surtos epidémicos,
principalmente entre individuos que convivem em aglomeragdo ou em contato proximo.
Estudos de caracterizagdo molecular (sequenciamento gendmico e andlise filogenética) das
amostras positivas para HUCVs estdo em andamento em nosso laboratorio para que o perfil

epidemiologico destes agentes, na regido, seja melhor compreendido.
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