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RESUMO

A infecc&o por Norovirus (NoV) é um importante problema de saude publica mundial
devido a altas taxas de morbi-mortalidade. No entanto, o impacto ocasionado pelo
NoV no desenvolvimento infantil permanecem pouco descritos. O presente estudo
investigou a diversidade genética de cepas de NoV circulantes em criancas no
semiarido brasileiro e suas associacbes como o estado clinico/nutricional e
coinfec¢des. O estudo caso-controle foi realizado em seis diferentes cidades com
criancas de 2-36 meses de idade durante o periodo de abril de 2010 a margo de 2011.
Foram considerados casos, as criancas que tiveram pelo menos um episédio de
diarréia nos ultimos 14 dias. A deteccéo e quantificacdo de NoV foram realizadas por
RT-qPCR, seguidas de analises moleculares e filogenéticas. A taxa de detecgéo de
NoV foi de 45,2% (75/166) e variou de 8% a 77,7% entre as cidades avaliadas. Um
menor indice de escores z foi associado a presenca de NoV, em peso por idade —
WAZ (P = 0,034), peso por altura — WHZ (P= 0,033) e indice de massa corporal por
idade — BAZ (P = 0,033). Além disso, a infeccdo por NoV foi associada a sintomas
respiratorios mais frequientes (P = 0,0096). GII.P7 (gendtipo da polimerase) e GII.3
(gendtipo do capsideo) foram os gendétipos de NoV mais freqiientes, e a analise da
juncdo de ORF 1-2 identificou cepas recombinantes de NoV em 80% (12/15) das
amostras sequenciadas. No que diz respeito as co-infec¢cbes, observou-se que as
infeccdes por Escherichia coli enteroagregativa (P = 0,0046) foram mais frequentes
na auséncia de NoV, enquanto que na presenca de Shigella observou-se uma
correlagao positiva com NoV (P = 0,0199). Entre os casos positivos para NoV, 0s
episodios diarréicos foram associados a presenca de E. coli enteroagregativa e
auséncia simultanea de Cryptosporidium e E. coli produtora de shiga toxina (P =
0,0167). O presente estudo demonstrou alta variabilidade genética de NoV circulantes
no semiarido brasileiro e ressalta seu papel em relacdo a avaliagdo do estado
nutricional infantil e coinfecc¢des, contribuindo assim para uma melhor compreenséo

do seu impacto no desenvolvimento infantil e da sua epidemiologia.

Palavras-chave: Norovirus. Variabilidade genética. Recombinacdo. Diarreia.

Pediatria. Estado nutricional. Regido do semiarido brasileiro.



ABSTRACT

Norovirus (NoV) infection is a major global health problem with high incidence morbid-
mortality rates. However, the impact of NoV on child development remains poorly
described. We wanted to investigate the genetic diversity of circulating NoV strains in
children from the semiarid region of Brazil, and its associations with other co-infections
and clinical/nutritional status. This case-control study was conducted in six different
cities with children aged 2-36 months during the period from April 2010 to March 2011.
Cases considered were children who had at least one episode of diarrhea in the last
14 days. Detection and quantification of NoV were performed by RT-gPCR, followed
by molecular and phylogenetic analysis. The presence of NoV was 45.2% (75/166),
and ranged from 8-77.7% among the cities examined. A lower z-score index was
associated with the presence of NoV with weight for age — WAZ (P = 0.034), weight
for height — WHZ (P= 0.033), and body mass index for age — BAZ (P = 0.033). In
addition, NoV infection was associated with more frequent respiratory symptoms (P=
0.0096). GII.P7 (polymerase genotype) and GIl.3 (capsid genotype) were the most
frequent NoV genotypes, and analysis of the ORF 1-2 junction identified recombinant
NoV strains in 80% (12/15) of the sequenced samples. With regards to co-infections,
infections with enteroaggregative Escherichia coli (P = 0.0046) were more frequent in
the absence of NoV, whereas in the presence of Shigella a positive correlation was
observed with NoV (P = 0.0199). Among the positive cases of NoV, diarrheal episodes
were associated with the presence of entero-aggregative E. coli, and simultaneous
absence of Cryptosporidium and shiga toxin-producing E. coli (P = 0.0167). The
present study highlighted the high genetic variability of NoV in the semiarid region of
Brazil, and underlines its role in co-infections and infant nutritional status, thus
contributing to better understandings of its impact on infant development and its

epidemiology.

Key Words: Norovirus. Genetic variability. Recombination. Diarrhea. Pediatric.

Nutritional status. Semiarid Brazilian region.
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1 INTRODUCAO

A doenca diarreica € caracterizada por um deslocamento alterado de ions
e agua que seguem um gradiente osmoético, e pode ocorrer por meio de
transportadores ou regulados por estreitas jungcées nos espacos laterais entre as
células intestinais. Uma das causas comuns dessas altera¢des de deslocamento sdo
as infeccbes ocasionadas por patdgenos entéricos, que geram um desequilibrio
hidroeletrolitico podendo levar a doenca diarreica (HODGES et al., 2010). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a diarreia é definida como trés ou mais
evacuacoes liquidas ou semiliquidas em um periodo de 24 horas, ou mais evacuagdes
do que o normal para cada individuo no mesmo periodo de tempo (WHO, 2013).

Em paises em desenvolvimento, a ocorréncia de casos de diarreia é mais
preocupante, estima-se a ocorréncia anual de 2,5 milhées de morte em criancas
menores de cinco anos (BHUTTA et al., 2014). Sistemas de saneamento bésico
precario ou mesmo inexistente, desnutricdo infantil e a caréncia em parametros de
higiene basica sdo alguns dos fatores que contribuem para os altos indices de
mortalidade e morbidade nesses locais (KOSEK et al., 2003).

Os virus sdo importantes agentes etiolégicos das doencas diarreicas,
dentre eles, os mais relevantes sdo o rotavirus (RV), norovirus (NoV), astrovirus
(AstV) e adenovirus entéricos (AdV) (GREEN et al., 2007, SANTOS et al., 2008). O
NoV é responsavel por mais de 90% dos surtos de gastroenterite viral aguda (GA) e
cerca de 200.000 mortes por ano em todo o0 mundo, sendo a maioria em criancas de
paises em desenvolvimento (PATEL et al., 2008, LANATA et al., 2013).

Do ponto de vista clinico, as diarreias causadas por virus dificilmente
podem ser distinguidas daquelas causadas por bactérias, produzindo geralmente um
processo autolimitado de diarreia e vomito, com duracdo aproximada de 1 a 7 dias
(WILHELMI et al., 2003).

Doencas diarreicas frequentes podem acarretar o desenvolvimento de
déficits fisicos e cognitivos ainda na infancia, além de predispor a doencas cronicas
na vida adulta (GUERRANT et al., 2001 e 2013; THIELMAN et al., 2004). Nos ultimos
anos, algumas medidas, como a terapia de reidratacdo oral, a implementacdo da
vacina contra RV e o investimento em saneamento basico, reduziram pela metade a

mortalidade por diarreia, porém essa reducéo tem sido variavel em diferentes regides
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do mundo (GALE et al., 2016). Nao obstante tais melhorias, os nimeros de morbidade
das doencgas diarreicas ainda permanecem bastante elevados (BARTELT et al., 2013).

Entre as regides do Brasil, a prevaléncia e os indices de mortalidade por
diarreias sao bastante diversos. A regiao Nordeste possui um dos maiores indicadores
de doencas diarreicas do pais, principalmente por fatores como a falha na distribuicdo
de saneamento basico, o baixo poder aquisitivo e o nivel educacional dos pais e
responsaveis nessa regiao (LIMA et al., 1992; MENDES et al., 2013). Nos ultimos
anos, foi relatada uma queda nos indices de mortalidade por doencas diarreicas na
regido Nordeste. No estado do Ceara, por exemplo, estes indices diminuiram de 102
mortes a cada 1000 nascimentos, em 1986, para 25 mortes a cada 1000 nascimentos,
em 2006 (MACHADO et al., 2011); porém esse indice ainda é bastante superior ao
valor aceitavel pela OMS, que € de 10 mortes a cada 1000 nascimentos (WHO, 2013).

Estudo multicéntricos ja foi realizado em paises em desenvolvimento com
0 objetivo de revelar a etiologia das doencas diarreicas. O estudo de coorte MAL-ED
(The Etiology, Risk Factors, and Interactions of Enteric Infections and Malnutrition and
the Consequences for Child Health), foi realizado em oito paises da Asia, Africa e
América do Sul, e acompanhou criancas a partir dos 17 dias de vida até os dois anos
de idade. Este estudo avaliou a taxa de crescimento infantil, casos de diarreia e estado
nutricional dessas criangas, tendo encontrado como patdégenos mais prevalentes NoV
Gl (genogrupo Il), RV, Campylobacter sp., AstV e Cryptosporidium sp. associados a
doencas diarreicas no primeiro ano de vida. No segundo ano de vida, os patdégenos
mais prevalentes foram Campylobacter spp., NoV Gll, RV, AstV e Shigella sp.
(PLATTS-MILLS et al., 2015).

No Brasil, varios estudos tém sido realizados sobre a epidemiologia
molecular do NoV a partir de criancas hospitalizadas, ambulatorios, creches
(FERREIRA et al., 2012; FUMIAN et al., 2013; ANDRADE et al., 2014, SANTOS et al.,
2017); entretanto, a maioria destes estudos foi limitada aos casos de GA. A regido do
Nordeste brasileiro, foi escolhida por possuir um dos maiores indicadores de doencas
diarreicas do pais, principalmente por fatores que incluiram a falta de saneamento
bésico, o0 baixo poder aquisitivo das familias nessa regido e o baixo nivel educacional
dos pais (LIMA et al., 1992; MENDES et al., 2013).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Norovirus

2.1.1 Histérico

NoV foi descrito a primeira vez em 1972, a partir de amostras oriundas de
um surto ocorrido na cidade de Norwalk, Ohio, Estados Unidos da América (EUA), em
1968 (KAPIKIAN et al.,, 1972). A identificacdo do patégeno foi realizada por
imunomicroscopia eletrénica (IME), em amostras de fezes e soro de um dos
voluntarios, que foram infectados via oral com filtrado de fezes proveniente de um
adulto acometido no referido surto. Observou-se diversas particulas ndo envelopadas
com diametro de 27 nm (Figura 1), semelhantes aos Rinovirus. O agente foi entédo
denominado “Norwalk”, devido ao local onde foi registrado o primeiro surto e as
particulas semelhantes identificadas posteriormente; foram denominadas “Norwalk
like virus” (KAPIKIAN et al., 1972).

Figura 1 — Microscopia eletrénica de particulas de Norovirus oriundas de sobrenadante de enterdcitos
humanos infectados. Fonte: ettayebi et al. (2016).

Somente alguns anos depois, os “Norwalk virus” foram incluidos aos
membros da familia Caliciviridae por serem muito semelhantes a eles, além disso, o

desenvolvimento de técnicas mais sensiveis foram fundamentais para a deteccédo
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deste agente, como o0s ensaios imunoenzimaticos (EIE) e a reacdo em cadeia da
polimerase precedida de transcri¢cdo reversa (RT-PCR) (JIANG et al., 1990 e 1993).
Atualmente, o NoV pertence ao género Norovirus membro da familia
Caliciviridae que é formada pelos géneros: Norovirus, Sapovirus, Nebovirus, Vesivirus
e Lagovirus (ICTV, 2016), além de cinco novos géneros recentemente propostos -
Bavovirus, Nacovirus, Recovirus, Valovirus, e Secalivirus (OKA et al., 2015). Os
Norovirus e Sapovirus sao virus conhecidamente patogénicos para os humanos,
entretanto, também possuem algumas variantes que infectam animais como bovinos,

suinos, murinos, entre outros (GREEN et al., 2013).

2.1.2 Epidemiologia

Diversos estudos, em nivel mundial, apontam a importancia da vigilancia
de casos de infeccdo por NoV em casos esporadicos na comunidade. Em pesquisa
conduzida na China, verificou-se prevaléncia de 28,5% de casos de NoV em criangas
menores de cinco anos atendidas em unidades de atendimento ambulatorial (TAN et
al., 2015). Na Nicaradgua, em 2014, verificou-se um elevado nimero de casos de GA
por NoV e SaV apés a implementacdo da vacina contra RV (BUCARDO et al., 2014).
Estima-se que somente nos EUA este virus seja o responsavel por 21 milhdes de
casos de GA todos os anos, culminado em mais de 70 mil hospitalizacbes e cerca de
800 mortes (HALL et al., 2012). Estudo de revisdo e meta-analise analisando 175
artigos publicados no periodo de 2008-2014 revelou que prevaléncia média dos NoV
no mundo esta em torno de 18% (AHMED et al., 2014).

Estudo multicéntrico realizado em paises em desenvolvimento, com
criancas até 2 anos de idade, revelou que 89% destas apresentaram pelo menos uma
infeccdo por NoV antes do segundo ano de vida (ROUHANI et al., 2016). Talal e
colaboradores (2000) descreveram taxas de até 71% de soro-prevaléncia de NoV
nessas mesmas amostras, em um estudo retrospectivo.

No Brasil, SA e colaboradores (2015) determinaram por meio de analises
moleculares a prevaléncia de gendétipos de NoV e RVA, além do perfil epidemioldgico,
de criancas até 10 anos que necessitaram de atendimento médico de emergéncia por
diarreia infecciosa na cidade de Fortaleza, CE, revelando 17% de NoV e 12% de RVA,
além do aparecimento de trés casos de um geno6tipo de NoV Gll ainda desconhecido,
reforcando a importancia de monitorizagéo de novos casos de NoV e seus impactos
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nos casos de diarreia infecciosa. Anteriormente, j4 havia sido realizado um estudo
coorte com criancas provenientes de comunidades carentes e criancas hospitalizadas
com diarreia recorrente, nessa mesma cidade, onde foi observada uma diversidade

gendmica dos NoV encontrados em casos esporadicos (PARKS et al., 1999).

2.1.3 Genoma viral

NoV possui RNA de cadeia simples, polaridade positiva, de
aproximadamente 7,5 kb, organizado em trés regides de leitura aberta (RLA ou ORFs,
do inglés, Open Read Frames) (Figura 2). A primeira regido, chamada ORF1, esta
situada na extremidade 5, representa cerca de dois tergos do genoma e codifica
proteinas ndo estruturais incluindo RNA-polimerase dependente de RNA (RdRp),
enquanto que a ORF2 e a ORF3 codificam a principal proteina do capsideo (VP1) e
uma proteina estrutural menor (VP2), respectivamente. O capsideo viral € composto

principalmente pela proteina VP1 e algumas unidades da proteina VP2.

LY 3
RLA3
VPg RLA1 RLA2 AAMAAA
NS2 [Tnss | NS6 NS7
W12 | T pase| | 154 4 Protease | | Polymerase VIP ¢ VP2

Raio X do capsideo
de Norwalk virus

Detalhe da sub
unidade VP1

Figura 2 — llustracdo da estrutura do genoma dos Norovirus. Fonte: Adaptado de lopman et al. (2015).
O genoma do RNA dos NoV consiste em trés regides de leituras abertas (RLA): RLA 1, codifica seis
proteinas ndo estruturais incluindo a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp); RLA 2 codifica a
principal proteina do capsideo (VP1) que determina a antigenicidade do virus e consiste em um dominio
de shell (S) localizado na base do capsideo e um dominio proeminente (P), que é subdividido em P1 e
P2; e RLA 3 que codifica a menor proteina do capsideo (VP2), que promove estabilidade a molécula.
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As particulas de NoV nao sdo envelopadas e possuem um nucleocapsideo
com tamanho de aproximadamente 30 nandmetros (nm) de diametro (GLASS et al.,
2000, GREEN et al., 2013).

A proteina VP1 é a mais predominante do capsideo viral, sendo a
montagem deste independente de RNA ou mesmo da proteina VP2. VP1 localiza-se
na regido ORF2 e é composta pelos dominios shell (S) e protruding (P) (PRASAD et
al., 1999, VONGPUNSAWAD et al., 2013). O dominio S € a estrutura que circunda o
RNA e confere a morfologia icosaédrica ao virion, sendo considerada a regido mais
conservada da proteina. O dominio P se projeta e forma as protuberéancias em forma
de célice, caracteristica esta que gerou a denominacgdo de familia Caliciviridae. Este
dominio P é subdividido ainda em subdominios, P1 e P2, sendo a regido P1 mais
conservada (PRASAD et al., 1999, BERTOLOTTI-CIARLET et al., 2003, GREEN et
al., 2007). O subdominio P2, por sua condicdo mais variavel, parece estar envolvido
na interacdo patdégeno-hospedeiro, pois algumas cepas variantes de NoV séo capazes
de se ligar a antigenos do grupo sanguineo humano, estando envolvidos na
susceptibilidade e resisténcia a infeccao por estes agentes (MATSUI et al., 2000,
GLASS et al., 2009, LI et al., 2012).

A regido da ORF3 é composta pela menor das proteinas estruturais, a VP2,
sabe-se que sua presenca aumenta a eficiéncia da expresséo de VP1, bem como a
estabilidade das particulas produzidas (VONGPUNSAWAD et al., 2013). Embora
encontrado em NoV purificados a partir de fezes de voluntérios infectados, a VP2 ndo
€ essencial para a formagéo de particulas like-virus (VLPs) (BERTOLOTTI-CIARLET
et al., 2002). Além disso, sabe-se também do seu envolvimento no processo de
montagem do virus durante o final da replicacdo (GLASS et al., 2000; SOSNOVTSEV
et al., 2005).

A proteina VPg, apesar de estar presente na estrutura do virion ligada
covalentemente ao genoma, esta envolvida no processo de transcri¢cao e replicacao
viral (SOSNOVTSEYV et al., 2000, GREEN et al., 2013).

Os NoV sao classificados em genogrupos e genotipos, com base no
agrupamento filogenético da sequéncia completa de aminoacidos da regido do VP1
(ORF2). As cepas de NoV sao classificadas em sete genogrupos (Gl - GVII), e mais
de 40 gendtipos, dos quais, aqueles pertencentes ao Gl, Gll e GIV, sdo conhecidos
por infectar humanos (Figura 3) (GREEN & HOA TRAN & KRONEMAN et al., 2013).
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Figura 3 — Classificacdo de Norovirus em 7 genogrupos (GI-GVII), com base na sequéncia completa
de aminoacidos da proteina do capsideo - VP1. Fonte: Adaptado de vinjé et al., (2015).

Diversas regides alvo do genoma viral de NoV tem sido utilizadas para a
sua caracterizacdo molecular: A, B, C, D e E. NoV esta em constante evolugcédo por
mutacéo pontual e recombinacdo genética. A alta freqiéncia de recombinacao entre
diferentes genoétipos, mais comumente préximos a juncdo RLA 1-2, levou a uma
recomendacdo para ambas as regibes de genotipagem (BULL et al., 2007;
KRONEMAN et al., 2013).

2.1.4 Variabilidade genética e Recombinacéo

Os NoV tem demonstrado, ao longo dos anos, possuirem uma grande
variabilidade genética, provavelmente como resultado de processos adaptativos para
manter-se no ambiente. Enquanto GIll aparece como 0 genogrupo responsavel pelo
maior nimero de casos de surtos em humanos, o Gl tem sido mais prevalente em
contaminagdes ambientais (BON et al., 2005).

O gendtipo GllI.4 ainda é, atualmente, o maior responsavel pelos casos de
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GA por NoV, sendo identificado em 55-85% do total de casos registrados nos sistemas
de saude (RAMANI et al., 2014). Desde meados da década de 1990, as variantes da
linhagem GIll.4 causaram 62 a 80% dos surtos de NoV globalmente (SIEBENGA et al.,
2009; DONALDSON et al., 2010). Além disso, seis variantes distintas de Gll.4 foram
associadas a epidemias globais de GA de 1996 até o presente e incluem US 1995/96
em 1996 (NOEL et al., 1999; WHITE et al., 2002), Farmington Hills em 2002 (LOPMAN
& WIDDOWSON et al., 2004), Hunter em 2004 (BULL et al., 2006), 2006a e 2006b em
2007 e 2008 (EDEN et al., 2010), New Orleans de 2009 a 2012 (YEN et al., 2011), e
mais recentemente, Sydney 2012 (VAN BEEK et al., 2013). Foram identificadas varias
variantes Gll.4 sazonais, incluindo Henry 2001, Japdo 2001, Asia 2003 e Apeldoorn
2008; no entanto, estes variantes foram associados a epidemias localizadas, em vez
de uma pandemia global. Uma nova variante de Gll.4 surge, a cada dois ou trés anos,
aumentando expressivamente a incidéncia de infecgbes por NoV (LOPMAN et al.,
2015).

A recombinacdo de NoV humanos é frequentemente observada, além de
ser um mecanismo importante pelo qual a diversidade genética € gerada (Figura 4).
Eventos de recombinag&o constituem uma das mais importantes ferramentas de
evolucdo dos virus de RNA, tal como os NoV. A recombinacdo pode afetar a
classificacéo filogenética, levar ao aumento da viruléncia das cepas virais e também
dificultar o desenvolvimento de vacinas (BULL et al., 2007). Alguns autores sugerem
gue mutacOes aleatérias devem ter um impacto positivo na evolugcéo do virus e que
pacientes imunocomprometidos podem funcionar como reservatérios para o0

surgimento de novas linhagens de NoV (VEGA et al., 2014).
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capsideo do NoV. Um dimero do dominio P, com os sitios antigénicos A, D e E (verde), € demonstrado
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antigénica, que permite a evasao imune (via esquerda), ou por heterogeneidade na expressao de
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recombinante € produzida com um RNA viral que possui uma nova combina¢do de ORF1 e ORF2-
ORF3. Fonte: Adaptado de graaf et al., (2016).

2.1.5 Replicacao Viral

A estratégia de replicacdo dos NoV ainda ndo esta totalmente esclarecida,
mas sabe-se que o melhor conhecimento deste sistema permitird a avaliacdo do virus,
atualmente detectado por métodos moleculares, quanto a sua infecciosidade, e risco
potencial a saude humana (ETTAYEBI et al., 2016).

Atualmente sabe-se que a entrada da particula viral nas células

hospedeiras envolve ligacdo a carboidratos, sobretudo do tipo HBGA (histo-blood
group antigens), que estdo presentes na superficie celular de mucosas do corpo
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humano (DONALDSON et al., 2010; RUVOEN-CLOUET et al., 2013). O crescimento
de HuNoVs ocorre em todos os segmentos do intestino delgado detectados por
replicacdo de RNA, indicando que enterécitos sado o alvo principal para infeccéo e
replicagdo (ETTAYEBI et al., 2016).

Inicialmente (Figura 5), a particula viral interage com a célula hospedeira
ligando-se a receptores virus-especificos (HBGA) e permitindo a sua entrada no
citoplasma celular. Em seguida, o genoma viral é liberado e inicia-se a traducdo do
RNA (mecanismo que envolve a VPg). A ORF 1 é entdo traduzida para produzir uma
poliproteina ndo-estrutural. A traducdo é mediada pelos fatores de traducdo do
hospedeiro que sdo recrutados pela proteina VPg ndo estrutural, que se liga
covalentemente ao 5' do genoma. A poliproteina codificada por ORF1 € clivada pos-
traducdo, pela protease codificada por virus, Pro, em proteinas individuais: p48,
NTPase, p22, VPg, Pro e RNA-dependente RNA polimerase (RdRp). Ocorre uma
interacdo com as proteinas celulares para dar origem a uma fita simples de RNA de
polaridade negativa a partir da “fita molde”, formando entdo um RNA de fita dupla, a
gual é entéo transcrita para dar origem a novas fitas simples de RNA, sense positivo
e ao RNA subgendmico do NoV (mRNA). Os RNA subgendmicos (+) contém apenas
ORF2 e ORF3 e séo utlizados para a producdo de VP1 e VP2. Os processos
seguintes, de montagem e saida de novas particulas virais, ainda sao pouco
conhecidos, embora evidéncias apontem que a apoptose e lise celular sejam
mecanismos frequentes de liberacdo dos virus (GREEN, 2007; THORNE et al., 2014;
DE GRAAF et al., 2016).

Estudos demonstraram que todos os gendtipos de NoV ligam-se aos
HBGAs encontrados na superficie de células da saliva e da mucosa intestinal de
individuos denominados secretores, salvo algumas excecdes (KATO et al, 2015). Os
individuos sao classificados como secretores e ndo secretores conforme a expressao
do gene fucosiltransferase 2 (FUT2), que transfere fucose para precursores de HBGA
em células gastrointestinais de pacientes secretores positivos, correlaciona-se com a
susceptibilidade a infecgcdo com a maioria dos HuNoVs. Isso faz, em teoria, com que
os individuos néo secretores tenham menor chance de serem infectados por NoV do
gue os secretores. Entretanto, existem controvérsias sobre a influéncia do grupo
sanguineo na susceptibilidade a infeccdo ou no desenvolvimento da doenca
sintomatica por NoV (ETTAYEBI et al., 2016).
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Figura 5 — A composicéo e o ciclo de vida dos Norovirus humanos. Etapas: (1) O capsideo anexa-se a
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Adaptado de graaf et al., (2016).

Os NoV séo transmitidos pela via fecal-oral, através do contato pessoa-a-
pessoa, ingestao de agua ou alimentos contaminados ou atraves de fomites (GREEN
et al., 2013). A transmissao pela ingestédo de particulas aerossolizadas, provenientes
de vomito também j& foi reportada (CHADWICK et al., 1994, MARKS et al., 2003;
O'NEILL et al., 2005, LOPMAN et al., 2011). Os NoV sao acido-resistentes, o0 que se
reflete na sua estabilidade ao passarem pelo estbmago e permanecerem infecciosos

ao chegarem as vilosidades intestinais (GREEN et al., 2007).
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A infeccao por NoV tem geralmente um periodo de incubacédo de 24-48h e
€ caracterizada por aparecimento agudo de nauseas, vOmitos, dor abdominal e
diarreia sanguinolenta. Os sintomas clinicos tendem a durar de dois a trés dias
(ROCKX et al., 2002, GLASS et al., 2009). Outra caracteristica notavel do NoV é o
elevado numero de infec¢des assintomaticas (ROUHANI et al., 2016; O'RYAN et al.,
2017), cerca de 30% das infeccOes por NoV sdo assintomaticas, mas esses individuos
sao capazes de transmitir o virus, embora com titulos mais baixos que os sintomaticos
(HALL et al., 2011).

Apesar da GA causada pelos NoV ser geralmente de intensidade média, a
doenca grave pode levar pacientes imunocomprometidos ou subnutridos ao obito por
causa da desidratacdo, que acomete principalmente criangcas menores de cinco anos
de idade e idosos maiores de 65 anos (SIMON & TSUGAWA et al., 2006; HARRIS et
al., 2008). O sitio de replicagdo de HuNoVs em individuos imunocomprometidos é
desconhecido, embora tenham sido observadas alteracfes histolégicas em bidpsias
de voluntarios infectados com o NoV (AGUS et al., 1973) e o antigeno foi detectado
no duodeno, jejuno e em menor grau em enterocitos ileais de porcos infectados com
um GIl.4 HuNoV (CHEETHAM et al., 2006).

Os NoV séo altamente infecciosos, devido a combinacédo de baixa dose
infectante (DI 50 < 20 particulas virais), alto nivel de excrecéo viral (108 a 10%° cépias
de RNA por grama de fezes) e excrecado prolongada mesmo apos recuperacao clinica
(LEE et al., 2007; TU et al., 2008).

Devido a dificuldade no estabelecimento de um sistema rotineiro de cultura
de células para a replicacdo dos NoV humanos (HuNoV), a maioria dos dados obtidos
se referem a estudos realizados com NoV murinos (MuNoV), que sdo cultivaveis,
utilizados principalmente para obter-se informacdes quanto as caracteristicas
biolégicas e propriedades de inativagcdo do virus (DUIZER et al., 2004; STRAUB et al.,
2007). Porém, alguns estudos demonstraram que os MuNoV ndo séo as variantes
mais resistentes a inativacdo (PARK et al., 2006; WANG et al., 2012). Somente no
ultimo ano, a cultura celular e replicacdo de NoV humanos em enterdideos derivados
de células-tronco foi possivel. Este sistema de cultura, recapitula o epitélio intestinal
humano e permitira estudos de hospedeiro-patégeno, de patdgenos previamente nao
cultivaveis, além da avaliacdo de métodos para prevenir e tratar infeccées por HuNoV
(ETTAYEBI et al., 2016).
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2.1.6 Diagnéstico

A dificuldade na cultura do modelo celular de NoV humanos por muitos
anos dificultou o seu diagnadstico laboratorial, uma vez que o Unico método inicialmente
disponivel era a IME (requer profissionais qualificados, apresenta sensibilidade baixa,
e custo elevado) (VINJE et al., 2015). No inicio dos anos 90, apds estudos de
clonagem e sequenciamento do genoma do virus (JIANG et al., 1990), o NoV pode
ser detectado em vomitos, swab retal e fezes, sendo esta Ultima a amostra geralmente
escolhida, por conter grande quantidade de particulas virais (VINJE et al., 2015). O
aumento expressivo no numero de casos impulsionou o desenvolvimento de testes
mais rapidos e eficientes para a detec¢do deste virus como 0s ensaios imuno-
enzimaticos (EIE) que apresentaram valores de sensibilidade proximos a 70%, com
especificidade superior a 90%, sendo alternativas confiaveis para o diagndéstico
rapido, principalmente em periodos de surtos. A dificuldade em desenvolver um EIE
mais sensivel esta relacionada a grande variabilidade antigénica dos NoV (VINJE et
al., 2015). Testes imunocromatograficos que geram resultados em cerca de 15
minutos também foram produzidos (AMBERT-BALAY et al., 2013), entretanto, apesar
de alta especificidade (100%), a sensibilidade fica em torno de 35 a 52%, e sendo
muito dependente do gendtipo envolvido nos casos (AMBERT-BALAY et al., 2013).

O PCR em Tempo Real (Reacdo em Cadeia da Polimerase) € atualmente
0 método mais utilizado para diagnéstico de NoV (ATMAR et al.,, 2011). Essa
metodologia apresenta vantagens sobre a PCR tradicional, como maior
especificidade, sensibilidade e reprodutibilidade, além disso, permitem o
monitoramento em tempo real; ciclagens mais rapidas; menor quantidade de RNA nas
reacdes de RT-PCR; e eliminam a manipulacdo do produto p6s-PCR, reduzindo
contaminacdes (VINJE et al., 2003). O sequenciamento dos NoV tem auxiliado nas
investigacdes epidemioldgicas, relacionando casos clinicos para determinacdo de
fonte comum e para diferenciacdo de surtos que podem estar erroneamente
relacionados (VINJE et al., 2003).

2.1.7 Tratamento

Esforcos para desenvolver antivirais que tenham como alvo os estagios

especificos do ciclo de replicacdo dos NoV estdo em curso, mas a sua seguranca e
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eficacia clinica ndo foi ainda estabelecida (ROCHA-PEREIRA et al., 2010, KIM et al.,
2011, KANKANAMALAGE & VASHIST et al.,, 2015). Replicons de HuNoV, séo
moléculas de RNA com a capacidade de auto replicagcdo e constituem valiosas
ferramentas para o estudo dos efeitos de drogas antivirais (THORNE et al., 2016).

O antiparasitario de amplo espectro Annita® (Nitazoxanida) é por muitas
vezes utilizado para atenuar os sintomas das gastrenterites causadas por RV e NoV,
propiciando uma reducédo do periodo sintomatico da doenca (ROSSIGNOL et al.,
2006), embora seu uso ndo seja consenso. Porém, o mais comum € o tratamento
diretamente relacionado aos sintomas apresentados, se fazendo necessario a terapia
de reidratacdo, oral ou endovenosa, conforme a gravidade da desidratacdo (CDC,
2012). Medidas basicas de higiene e saneamento ainda sdo as ferramentas mais
eficazes na diminuicdo da contaminacdo, no caso dos patdgenos entéricos
(BARCLAY et al., 2014).

2.1.8 Controle de infeccdes

O NoV permanece infeccioso por até 28 dias em condi¢cdes ambientais mas
pode ser inativado pelo calor (63°C por 30 minutos ou de 70°C por 2 minutos -
temperaturas geralmente utilizadas para a pasteurizacdo de laticinios) e ainda por
radiacdo ultravioleta (UV). Anteriormente, acreditava-se que as particulas virais
seriam resistentes ao tratamento com cloro em concentracdes inferiores a 300 mg/L
(DUIZER et al., 2004). No entanto, estudo mais recente, demonstrou que o tratamento
com cloro na concentracdo de 189 mg/L foi eficiente na inativacdo do virus
(KINGSLEY et al., 2014). Entretanto, a quantidade preconizada pela portaria n°® 2914
de 2011 do Ministério da Saude (MS) recomenda que o teor residual de cloro na agua
seja entre 0,2 mg/L e 2 mg/L, concentracdo insuficiente para inativar particulas de NoV
em caso de contaminacdo (MS/BRASIL, 2011).

A incapacidade prévia de cultivar HuNoVs prejudicou o desenvolvimento de
estratégias para controlar e prevenir a infeccao por HUNoV e determinacao da eficacia
dos métodos existentes para inativar o virus para prevenir a transmissao em Varios
ambientes, inclusive em alimentos ou em superficies contaminadas. A persisténcia de
NoV no meio ambiente, alta transmissibilidade e o problema da infeccédo crénica de
individuos imunocomprometidos documentam a necessidade de tratamento antiviral
e profilaxia de infec¢des por NoV (ETTAYEBY et al., 2016).
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2.1.9 Vacinas

Com a falta de um antiviral especifico para o tratamento de NoV, uma
vacina seria a melhor opcéo para a sua efetiva prevencao, no entanto, fatores como
a alta variabilidade dos virus, a auséncia de um modelo de cultivo para a replicacao
em grande escala e evidéncias de imunidade protetora de média a curta duracéo,
dificultam a producdo de uma vacina imunogénica e eficaz. Estudos vém sendo
constantemente realizados, entretanto, ainda ndo existe, até o momento, nenhuma
vacina licenciada para uso (GREEN et al., 2013, DEBBINK et al., 2014).

Um dos estudos precursores neste tépico foi o desenvolvido por Guerrero
et al. (2001), no qual foram utilizados camundongos BALB/c para avaliar a resposta
imune sistémica e de mucosas provocada apos a inoculacdo oral e intranasal de
particulas similares a virus (virus like particles - VLPs) recombinantes de NoV. Os
resultados deste estudo apontaram as VLPs como forte candidatas a gerar
futuramente uma vacina contra o virus. Pesquisas realizadas subsequentemente
propuseram a utilizagéo da particula P de NoV que é altamente imunogénica, estavel
e produzida facilmente pela E. coli. Essa seria uma vacina quimeérica, que poderia ser
utilizada para NoV e RV simultaneamente (TAN et al., 2011). Outro estudo, sugere
uma formulacéo de VLPs de NoV e proteina VP6 de RV, que poderia ser também uma
ferramenta atil de imunizacdo dupla para criancas. Os testes em camundongos
demonstraram boa resposta imune, incluindo protecédo cruzada para genotipos nao
contidos na formulagéo (BLAZEVIC et al., 2011).

Um dos estudos mais promissores no que diz respeito a imunizacao foi o
conduzido por Ramirez et al. (2012), no qual foram utilizadas formula¢cdes a base de
VLPs administradas por via intranasal em camundongos para demonstrar a resposta
antigeno-especifica e a producgéo de anticorpos do tipo IgA ou IgG. Os avancos estédo
surgindo e é provavel logo em breve seja lancada a primeira vacina comercial contra
NoV, apesar dos desafios. Estima-se que uma vacina com 50% de eficacia e uma
protecdo com duracéo de 12 meses contra a GA poderia economizar nos EUA cerca
de US$ 2,1 bilhdes (BARTSCH et al., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Pesquisar a ocorréncia de NoV em criangas com e sem diarreia residentes

entre abril de 2010 e marco de 2011 no semiarido da Regido Nordeste do Brasil.

3.2 Objetivos Especificos

a) Detectar e genotipar as cepas circulantes de NoV no peiodo estudado,
tanto nos casos como nos controles.

b) Verificar casos de coinfeccao de NoV com outros enteropatdgenos;

c¢) Investigar associa¢gfes dos genotipos encontrados com severidade dos
sintomas do quadro diarreico (diarreia, vémitos, dor abdominal, nduseas);

d) Avaliar o impacto das infeccbes por NoV na saude infantil (estado

nutricional);
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4  MATERIAL E METODOS

4.1 Consideracdes éticas

Esse estudo constitui um dos objetivos do projeto de pesquisa intitulado
Rede de Ovino Caprino Cultura e Diarreia Infantii no Semiarido Brasileiro
(RECODISA) como parte do subprojeto - 1 denominado “Estudo da etiologia da
diarreia infantil em criancas provenientes da comunidade urbana em Fortaleza, CE,
Brasil, e do Semiarido Brasileiro”, que foi aprovado com recomendacdes pela
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) — Reg n°. 12729 em 14 de julho
de 2006 e recebeu parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Ceara (COMEPE/UFC) em 22 de setembro de 2006, apés atendimento
das recomendacdes exigidas (Anexos A e B).

4.1.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi revisado e
aprovado pelo COMEPE/UFC, oficio n°. 338/09, protocolo COMEPE n°. 238/05 em 20
de novembro de 2009 (Anexo C). O consentimento informado por escrito foi assinado

pelos pais ou responsaveis das criancas durante a coleta de espécimes fecais.

4.1.2 Coleta

Apés os procedimentos de triagem, assinatura do TCLE, entrevista,
preenchimento da ficha epidemiolégica e medidas antropométricas, 0s pais ou
responsaveis receberam um copo de plastico, estéril, apropriado para a coleta de
fezes e foram orientados sobre o procedimento de coleta. No dia seguinte, 0 membro
da equipe retornou a residéncia da crianca para o recebimento da amostra coletada.
Caso a coleta ndo houvesse ocorrido, 0 grupo retornava a residéncia por até 5 dias
Uteis consecutivos, quando a crianca entdo era excluida do estudo por falta de
material.

A amostra coletada foi armazenada entre 2 - 8°C pelo prazo maximo de 4h,

depois foi transportada ao centro de referéncia local e, posteriormente, enviada em
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caixa térmica com gelo para o Laboratério de Doencas Infecciosas (LDI) da
UPC/IBIMED da Faculdade de Medicina da UFC.

No maximo 6h apos a coleta, os espécimes fecais foram aliquotados em
dois tubos estéreis e armazenados abaixo de -80°C para posterior extracdo do RNA
viral (Figura 6).

1)  Copo de plastico,

estéril, apropriado 4) Setor de Microbiologia:
para a coleta de LDI - Laboratério de Doencas
fezes Infecciosas (UFC)

Caixa Térmica

2) Tentativa por 5 dias 3) Amostra armazenada entre 2

consecutivos - 8°C e no prazo maximo de 4h _ .
5) Aliquotados em 2 tubos estéreis e

armazenados a -80°C

Figura 6 - Fluxograma de coleta das amostras nas seis cidades do semidarido brasileiro.

4.2 Desenho do estudo e definicdo de caso

O estudo caso/controle, epidemiologico foi conduzido em seis cidades da
regido nordeste do Brasil: Cajazeiras (Paraiba), Crato (Ceard), Ouiricuri
(Pernambuco), Patos (Paraiba), Picos (Piaui) e Sousa (Paraiba). Estas cidades foram
designadas como representativas da regido do semiarido do nordeste brasileiro, com
populacdo de mais de 50.000 habitantes cada (Figura 7). O Semiéarido Brasileiro esta
localizado nas regides Nordeste e Sudeste do Brasil e apresenta uma area territorial
de 969.589,4 km?2 compreendendo 1.133 municipios de nove estados do Brasil:
Alagoas, Bahia, Ceara, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do

Norte e Sergipe.
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Figura 7 — Regido do semiarido brasileiro. Seis cidades do Nordeste, Brasil: Cajazeiras (Paraiba), Crato
(Ceara), Ouricuri (Pernambuco), Patos (Paraiba), Picos (Piaui) e Sousa (Paraiba), marcadas em
amarelo, além da capital do Ceard, Fortaleza. Fonte: Agéncia Nacional de Aguas (ANA) / Ministério da
Integragdo (MI).

Durante o periodo de abril 2010 a margo de 2011 amostras foram coletadas
de criancas com faixa etaria entre 2-36 meses; em unidades de cuidados de saude
ou durante a vigilancia ativa por profissionais de saude. Uma entrevista foi realizada
durante a inclusdo no estudo, e informacfes detalhadas sobre saude, tais como
medidas antropométricas, estado de aleitamento materno, condi¢cdes clinicas e
ocorréncia de diarréia foram coletadas através de um formulario de questionario
padronizado (Anexo D).

Os casos de diarreia foram definidos como aqueles em que a crianca
apresentou episodios com trés ou mais evacuacdes liquidas ou semiliquidas em um
periodo de 24 horas, nos ultimos 14 dias antes da coleta das fezes.

Um total de 200 criangas (100 casos e 100 controles) de cada cidade foram
incluidas no estudo, totalizando 1200 participantes, 600 criangcas com diarreia (casos)
e 600 criancas sem diarreia (controles saudaveis), atendidos em unidades de saude
ou durante a vigilancia ativa por profissionais de salde nas residéncias. Desse total,
foram selecionadas aleatoriamente cerca de 25 criangas por cidade (130 amostras).

A estas, foram adicionadas 36 amostras positivas para NoV, testadas utilizando a
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tecnologia Luminex Bio-Plex® System (Bio-Rad, EUA), conforme sera melhor descrita
posteriormente e também exemplificada na Tabela 1. Totalizando 166 amostras (117

casos e 49 controles).

Tabela 1 — Selecéo dos participantes do estudo

Amostras positivas  Amostras negativas  Total

Cidades do estudo N°  de N° de N° de N° de
casos controles casos controles

Cajazeiras 7 1 14 3 25
Crato 2 0 10 13 25
Ouricuri 9 3 18 6 36
Patos 3 1 16 5 25
Picos 0 0 11 14 25
Sousa 9 1 18 2 30
Total 30 6 87 43 166

Casos= criangas com diarreia / Controle= criangas sem diarreia.

A selecao dos participantes do estudo foi baseada nos seguintes critérios
de incluséo: criancas com idade variando entre 2 - 36 meses; crian¢as residentes em
um dos locais de estudo; obtencdo de consentimento escrito do pai ou responsavel

pela crianga.

4.3 Processamento das amostras

4.3.1 Extracéo de acido nucléico

Uma primeira pesquisa foi realizada utilizando o sistema Luminex Bio-Plex®
200 (Bio-Rad, EUA). Microesferas de poliestireno acopladas a sondas de hibridizacdo
especificas para detectar diferentes painéis de agentes patogénicos foram utilizadas
como se segue: virus (rotavirus, norovirus, astrovirus e sapovirus) (LIU et al., 2011);
bactérias (Escherichia coli patogénica, Shigella spp, Salmonella spp, Campylobacter
spp, Aemonas spp e Vibrio spp) (LIU et al., 2012; TANIUCHI et al., 2013); protozoarios
(Giardia spp, Cryptosporidium spp e Entamoeba histolystica) (TANIUCHI et al., 2011).
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Os detalhes completos sobre amplificacdo de acido nucleico, iniciadores e agentes
patogénicos especificos de sequéncia estdo descritos nas referéncias acima
mencionadas.

O RNA viral, das criangas selecionadas para o estudo, foi purificado a partir
de 140 pL de amostra da suspensao de fezes a 10% utilizando o kit de extracao
QlAamp Viral RNA™ (QIAGEN, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante e

imediatamente armazenado a -70 °C.

4.3.2 Detecc¢ao de Norovirus

O ensaio quantitativo foi realizado em um sistema de PCR em Tempo Real
ABI 7500 (Applied Biosystems, EUA) utilizando iniciadores e sondas previamente
descritos (KAGEYAMA et al.,, 2003) e o sistema de RT-PCR Quantitativo em
SuperScript Il Platinum® (Invitrogen™, EUA). Resumidamente, o ensaio foi realizado
utilizando 20 pL da mistura de reagentes e 5 ul de RNA das amostras purificadas com
concentracdes finais de iniciadores e sondas de 600 e 300 nM, respectivamente. As
condicdes de ciclagem térmica foram realizadas como segue: um passo RT a 55°C
por 30 min, um passo inicial de desnaturacdo a 95 °C por 10 min, 35 ciclos de
amplificacdo por PCR a 95 °C por 15 s e a 60 °C por 1 min. Utilizou-se uma diluicdo
em série de 10 vezes de uma curva sintética contendo a juncdo ORF 1-2 para gerar
curvas padrdo para a quantificacdo de virus (FUMIAN et al., 2016). Foram
considerados 35 ciclos na reacéo e os sinais amostrados que cruzaram a linha limiar,
apresentando uma curva sigméide caracteristica a partir do CT de numero 36, foram

considerados positivos.

4.3.3 Genotipagem de NoV

As amostras positivas para NoV foram genotipadas por sequenciamento da
regido ORF 1-2 ou da extremidade 3' parcial da regido ORF1 por PCR (544 nt de
comprimento) e nested-PCR (320 nt de comprimento), respectivamente. Os
iniciadores (ou primers) 431/432 e G2SKR foram utilizados na primeira rodada e os
iniciadores 431/432 e COG2R foram utilizados na reacdo seguinte, correspondendo a
regido C do genoma NoV (BEURET et al., 2002, KAGEYAMA et al., 2003) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Iniciadores usados no PCR para amplificacdo do genoma do Norovirus.

Primers  Sequéncia (5’-3’)2 Orientacdo Localizacdo Regido Posicao

Mon431°¢ TGG ACI AGR + RNA Pol® B 5093-
GGI CCY AAY CA 5112¢
Mon432¢ TGG ACI CGY + RNA Pol B 5093-
GGI CCY AAY CA 5112¢
G2SKR® CCRCCNGCATRH - VP1 C 5401-
CCRTTRTACAT 5423f
COG2R TCGACGCCATCT - RdRp/GlI C 5100
TCATTCACA

a Cdadigo IUPAC para indicar as posicdes: |, iosina; R, purina (A/G); Y, pirimidina (C/T); S, C/G; I,
AITICIG; W, AIT; K, GIT; H, AIT/IC. b Pol, Polimerase. ¢ Genogrupo Il. d Genogrupo |. e Posi¢do do
primer por Norwalk (M87661)-NoV Gl. f Posi¢do do primer por Lordsdale (X86557)-NoV Gll.

Dos produtos da RT-PCR foram retirados 10 yL e adicionados a 2 yL do
corante azul de bromofenol 10x BluedJuice™ (Invitrogen™, EUA), estes foram
posteriormente submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampéao Tris-
Borato-EDTA (TBE) 0,5X e impregnado com brometo de etidio a uma concentracédo
final de 0,5 pg/mL, por aproximadamente 40 min a 120 Volts. Os amplicons foram
visualizados com o auxilio do transluminador DyNA Light Dual Intensity UV (Labnet
National Company, EUA). Os produtos amplificados pela PCR foram purificados
através do kit QIAquick® PCR purification (QIAGEN®, EUA) quando no caso de banda
Unica apresentada no gel de agarose. Quando houve o caso do produto de PCR
apresentar bandas inespecificas, a banda de interesse foi excisada e purificada com
o kit QIAquick Gel Extraction® (QIAGEN®, EUA), de acordo com as instrugées do

fabricante.

4.3.4 Analises de recombinacdes

As reacdes de sequenciamento foram realizadas na Plataforma
Institucional FIOCRUZ (PDTIS), utilizando um kit de sequenciamento de ciclos ABI
Prism BigDye® Terminator v3.1 e ABI Prism 3730 Genetic Analyzer® (ambos da
Applied Biosystems, EUA). Posteriormente, foi feito o alinhamento das sequéncias
consenso de cada amostra com a utilizagdo do programa Clustal W (THOMPSON et
al. 1997) juntamente com sequéncias prototipos de cada genotipo de NoV Gll obtidas
no GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Para edi¢éo do alinhamento utilizou-se o
programa BioEdit (HALL et al., 1999). Inicialmente, os genétipos NoV foram atribuidos

utilizando a ferramenta de genotipagem (http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool),
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e as cepas foram nomeadas de acordo com a nomenclatura proposta (KRONEMAN
et al., 2013).

As arvores filogenéticas foram construidas usando o método de neighbor-
joining (NJ) através do modelo Kimura-2-parametros integrado ao programa de pacote
de dados MEGA (v.7.0.18) (KUMAR et al., 2016). A robustez de cada n¢ foi avaliada
por analise de bootstrap utilizando 1.000 pseudo-réplicas. Para indicar a presenca de
possiveis cepas recombinantes, previamente detectadas pela ferramenta de
genotipagem, e para identificar o ponto de recombinacéo, a analise da semelhanca foi
realizada utilizando SimPlot versdo 3.5.1 (LOLE et al.,, 1999). As sequéncias
nucleotidicas obtidas neste estudo foram depositadas no NCBI (National Center for
Biotechnology Information), GenBank, sob o numero de acesso de MF101875-
MF10195.

4.4 Andlise estatistica

Uma analise bivariada foi inicialmente realizada. Os testes exatos de Qui-
guadrado ou Fisher foram conduzidos para comparar variaveis categoéricas entre
grupos com presenca ou auséncia de diarréia, assim como, na presenca ou nao de
infeccdo por NoV.Testes de Student t para dados com distribuicdo normal e testes de
Mann Whitney para dados sem uma distribuicdo normal foram utilizados para
comparar as variaveis continuas entre esses grupos. O teste de normalidade utilizado
foi o Kolmogorv-Smirnov.

A andlise de classificacao e regressao da arvore (CART) foi utilizada para
investigar o impacto da combinacdo de coinfeccdes por diferentes patdgenos com
NoV, correlacionados com a definicdo de caso e posteriormente analisados pelo teste
exato de Fisher. As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando o Pacote
Estatistico para Ciéncias Sociais (SPSS), versao 20 (IBM Corp, EUA). P-valores de <

0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas da Populacéao

A coleta das amostras fecais foi realizada durante o periodo de abril de
2010 a marco de 2011, e 166 criancas foram selecionadas para este estudo, que
incluiu 117 casos de diarreia e 49 controles saudaveis. A Tabela 3 mostra a
caracterizacao da populacéo estudada. A relacdo masculino-feminino foi de 52,4% -
47,6% e a média de idade das criancgas foi de 16,2 e 17,1 meses no grupo de diarreia
e controles saudaveis, respectivamente. A amamentacdo ndo-exclusiva foi relatada
para a maioria das criancas (86,7%, 143/166). Quanto a renda, a maioria das familias
(79,5%, 132/166) relatou receber menos de dois salarios minimos mensalmente. Nao
foi observada diferenga significativa quando se compararam as caracteristicas da

populacdo entre casos de diarreia e controles saudaveis.

Tabela 3 — Caracterizacéo entre criancas casos e controles do semiarido brasileiro.

e ogn S w
Sexo

Masculino (%) 87 (52,4%) 61 (52,1%) 26 (53%) 1,00
Idade

2<12m (%) 60 (36,1%) 41 (35%) 19 (38,7%) 0,723
>12<24 m (%) 68 (40,9%) 52 (44,4%) 16 (32,6%) 0,170
>24 <36 m (%) 38 (23%) 24 (20,6%) 14 (28,7%) 0,311
Amamentacao

Exclusiva (%) 11 (6,6%) 9 (7,7%) 2 (4%) 0,506
Mista (%) 143 (86,1%) 98 (83,7%) 45 (92%) 0,221
N&o mamou (%) 12 (7,2%) 10 (8,5%) 2 (4%) 0,512
Renda familiar mensal (em

salarios minimos)

<2 132 (79,5%) 95 (81,2%) 37 (75,5%) 0,407
2<5 32 (19,3%) 21 (18%) 11 (22,4%) 0,522
N&o informou 2 (1,2%) 1 (0,8%) 1(2,1%) 0,504

"P valor obtido por teste Mann-Whitney e Qui-quadrado (0,05 significante).
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5.2 Caracteristicas Clinicas da Populacéo e Estado Nutricional

A associacao entre positivos para NoV e parametros clinicos mostrou que
as criancas infectadas por NoV apresentaram escores z antropométricos diminuidos
(WAZ, WHZ e BAZ) quando comparados as crian¢as nao infectadas com significancia
estatistica (P < 0,05). As andlises dos sintomas de diarreia, tais como, duracao,
namero de evacuacdes e presenca de muco nao diferiu entre as amostras positivas e
negativas. Todos os outros sintomas clinicos ndo foram significativos, com excecao
dos sintomas respiratérios (teste exato de Fisher, P = 0,0096, OR = 3,276, 95% [IC] =
1,33 a 8,048) (Tabela 4).

Tabela 4 — Caracterizacao clinica das criancas do semiarido brasileiro.

Parametros Total NoV + NoV - *P
(n=166) (n=75) (n=91) valor

Medidas Antropométricas
HAZ! (média + DP) -0,632+1,53 -0,636+ 1,37 -0,629 £ 1,665 0,798
WAZ? (média + DP) 0,229 +1,198 0,015+ 1,151 0,407 + 1,214 0,034
WHZ3 (média + DP) 0,802 +1,459 0,511+1,426 1,044 +1,449 0,033
BAZ# (média + DP) 0,855+1,535 0,546+ 1,531 1,111 +1,498 0,033
Peso (kg; média + DP) 10,45 + 2,658 10,15+ 2,566 10,68 + 2,729 0,238

Diarreia
Duracéao (dias; média £ DP) 4,36 +2,461 4,02+ 1,838 4,67 +2,885 0,156

N°evacuac/dia (média +DP) 4,53 +1,029 4,52+1,005 4,54+1,058 0,511

Muco nas fezes 10 (6%) 6 (8%) 4 (4,4%) 0,349
Sintomas

Febre (237,3 °C) (%) 48 (28,9%) 22 (29,3%) 26 (28,5%) 1,00
Dor abdominal (%) 21 (12,6%) 9 (12%) 12 (13,1%) 1,00
Vomitos (%) 40 (24%) 17 (22,6%) 23 (25,2%) 0,719
Desidratagao (%) 51 (30,7%) 18 (24%) 33 (36,2%) 0,094
Sintomas respiratérios (%) 26 (15,6%) 18 (24%) 8 (8,8%) 0,0096
Sinais comportamentais

Inquietacao (%) 46 (27,7%) 19 (25,3%) 27 (29,6%) 0,602
Fraqueza (%) 23 (13,8%) 12 (16%) 11 (12%) 0,504

1z-scores Altura por Idade (HAZ), ?Peso por Idade (WAZ), *Peso por Altura (WHZ) e 4 Indice de Massa
Corporal (BAZ). Os valores em negrito possuem significancia estatistica apés teste T student.
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5.3 Deteccéo de Norovirus

No presente estudo, foi detectada uma presenca de NoV de 45,2% (75/166)
(Tabela 5). Entre as amostras, 32,5% (54/166) eram de casos de diarreia e 12,6%
(21/166) eram de controles saudaveis (P = 0,734); e 33,7% (56/166) das criancas

tinham menos de 2 anos de idade.

Tabela 5—- Presenca de Norovirus e seus genogrupos

Caso Controle Total P valor

Gl 5,5%(3/54)  4,7%(1/21)  2,4%(4/166) 1,0

NOTOVITUS ), 94 40p(51/54) 95,206(20/21) 42,7%(71/166) 0,86
pOSItIVOS

Total  46,1%(54/117) 42,8%(21/49) 45,2%(75/166) 0,73

* P valor obtido apés teste exato de Fisher. Casos = criancas com diarreia / Controle = criangcas sem
diarreia. Gl = genogrupo | / Gll = genogrupo Il

5.3.1 Quantificacdo do genoma viral

A quantificacdo do genoma de NoV por meio da RT-gPCR demonstrou
valores que variaram de 1,16x10°% a 1,73x10% cépias gendmicas por grama de fezes
nos casos e 1,84x10* a 8,65x108 nos controles. Observamos uma tendéncia para
maior associagdo da carga viral nos casos de diarreia [74,4x108 + 2,8x10%° cépias de
genoma (gc) / g de fezes versus 1,62x108 + 0,04x10%° gc / g de fezes de casos e
controles, respectivamente (P > 0,05)] (Figura 8).
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Figura 8 — Carga viral das amostras fecais. Nao houve associacdo entre a carga viral e 0s grupos caso
ou controle apos teste de Mann Whitney (P= 0,4357). Casos= crian¢as com diarreia / Controle= criancas
sem diarreia.
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5.3.2 Distribuicéo entre as cidades

NoV GIllI foi detectado em 94,6% (71/75), enquanto Gl foi detectado em
apenas 5,3% (4/75) das amostras. A andlise da detec¢cdo de NoV, entre as diferentes
cidades analisadas, mostrou que Ouricuri apresentou a maior taxa de prevaléncia de
NoV (37,3%, 28/75), seguida por Crato - CE (25,3%, 19/75), Cajazeiras - PE (16%
12/75), Souza - PB (13,3%, 10/75), Patos - PB (5,3%, 4/75) e Picos - Pl (2,7%, 2/75),
no entanto, ndo houve associagéo entre as cidades e a presenca de NoV (P > 0,05)
(Tabela 6).

Tabela 6 — Distribuicdo de Norovirus nas cidades do estudo

Local Caso Controle Total P valor
Ouricuri (PE) 77,7% (21/27) 77,7% (719) 77,7% (28/36) 1,0
Crato (CE) 75% (9/12) 76,9% (10/13)  76% (19/25) 1,0
Cajazeiras (PB) 47,6% (10/21) 50% (2/4) 48% (12/25) 1,0
Souza (PB) 33,3% (9/27) 33,3% (1/3) 33,3% (10/30) 1,0

Picos (PI) 18,1% (2/11) 0% (0/14) 8% (2/25) 0,1833
Patos (PB) 15,7% (3/19) 16,6% (1/6) 16% (4/25) 1,0
Total 46,1%(54/117)  42,8%(21/49) 45,2%(75/166) 0,73

N&o houve associacdo significante entre a presenca de NoV e 0s grupos caso ou controle apos teste
exato de Fisher em nenhum dos locais do estudo. Casos = crian¢as com diarreia / Controle = criangas
sem diarreia.

5.4 Sequenciamento e Andlise Filogenética

Quanto a genotipagem, conseguimos sequenciar 25,3% (32/71) das cepas
de NoV Gll por PCR (regido ORF1-2, n = 15) ou seminested-PCR (regido 3' ORF1, n
= 17) (Figura 9A e B). Considerando apenas a regido do capsideo, o genétipo mais
predominante foi GII.3 (53,3%, 8/15), seguido por Gll.14 (20%, 3/15). Por outro lado,
guando consideramos a regido da polimerase, os genétipos mais frequente
encontrados foram GII.P7 (46,8%, 15/32) e GIl.P16 (40,6%, 13/32). Nenhuma
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deteccao especifica de gendtipo foi estatisticamente associada a casos de diarreia ou
controles saudaveis (P > 0,05).
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Figura 9 (A) - Arvore filogenética baseada na porgido do gene da polimerase — ORF1 (n=32). As

amostras do estudo foram marcadas com um diamante vermelho. Bootstrap values expressos em
percentuais de 1000 réplicas e valores inferiores a 60% néo foram mostrados.
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Figura 9 (B) - Arvore filogenética baseada na porcdo do gene do capsideo — ORF2 (n=15). As amostras
do estudo foram marcadas com um diamante vermelho. Bootstrap values expressos em percentuais
de 1000 réplicas e valores inferiores a 60% nao foram mostrados.

5.5 Analises de Recombinagéao

A analise de recombinacéo realizada revelou a ocorréncia de recombinacao

na regido de juncdo entre a polimerase e o capsideo viral em 12 amostras, sendo
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estas classificadas da seguinte forma: GII.P16/GIl.3 (n=8), GII.P7/GIl.14 (n=3) e
GI.P7/Gll.6 (n=1). Demonstramos também (Figura 10 A e B), o ponto de
recombinacado para dois dos trés tipos de recombinantes detectadas (GIl.P16-Gll.3,
GIl.P7-GlI.6), para ambas, o ponto de ruptura da recombinacéo foi localizado na
jungéo das ORF (1 e 2).
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Figura 10 (A) — Analises de Simplot and Boostcan dos Norovirus recombinantes de amostras de
GIl.P16-Gll.3. As amostras utilizadas na andlise foram, as amostras do estudo, RECODISA 770
(Query); RECODISA 1311 (linha azul) e RECODISA 1448 (linha cinza), juntamente com as cepas

referéncia AY502010 (linha vermelha) e JX846924 (linha verde). O eixo vertical indica identidades
nucleotidicas (%) entre sequéncias de consulta (cepas semiaridas brasileiras) e cepas de referéncia.
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Figura 10 (B) — Andlises de Simplot and Boostcan dos Norovirus recombinantes das amostras de
GIlI.P7-Gll.6. As amostras utilizadas na andlise foram, a amostras do estudo RECODISA 1053 (Query)
e as cepas referéncia AB258331 (linha verde); Gl16/AB039778.1 (linha amarela). O eixo vertical indica
identidades nucleotidicas (%) entre sequéncias de consulta (cepas semidaridas brasileiras) e cepas de
referéncia.
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5.6 Distribuicdo Temporal e Genétipos

Também foi investigado a distribuicdo temporal dos gendtipos NoV ao
longo do periodo de estudo (Abril de 2010 a Marco de 2011) (Figura 11). Analisando
a distribuicdo do numero de casos positivos em relacdo ao numero de amostras
coletadas mensalmente, foi possivel observar que a infecgcdo por NoV ocorreu em
guase todos os meses estudados, a excecao do més de Janeiro de 2011. O maior
pico de positividade ocorreu em Julho/2010. GII.P16-GII.3 foi detectado em ambos os
anos, em quatro meses diferentes, a circulacao das cepas GII.P7-Gll.14 e GII.P7-GII.6

foi restrita ao ano de 2010, e Gll.4 New Orleans_2009 circulou em Agosto e Novembro
de 2010.

155 GII.P7/GII.7

GII.P7/GlI.6
GII.P4/GII.4NO
GII.P7/Gll.14
GII.P16/GlII.3
Gll.P2

GlI.P7
GI.P16
Gll.Pe

Gl

Gll (Nao
Genotipado)

Namero de positivos

SeE0000D0@A0

Crato ' " Cajazeiras
]

f Ouricuri ' FSouza TPatos!

Picos

Figura 11 - Distribuicdo sazonal das amostras de NoV do estudo, no periodo de abril/2010 a
fevereiro/2011, nas seis cidades da regido do semiarido brasileiro avaliadas.

5.7 Colnfeccdes

Em relacéo as co-infeccdes, verificamos que 35,5% (59/166) das amostras
do estudo foram co-infectadas por outros enteropatdégenos. O patdégeno mais
prevalente detectado foi E. coli - EAEC enteroagregativa (44%, n = 33) seguido de E.
coli - EPEC enteropatogénica (36%, n = 27), Shigella spp e Salmonella (ambos 20%,
n = 15). A presenca Unica de Shigella foi associada a positividade de NoV (p = 0,0199,
OR = 3,0, intervalo de confianca 95% [IC] = 1,153 a 7,809), enquanto a deteccéo de
EAEC foi associada a auséncia de NoV (P = 0,0050, OR = 2,463, 95% [IC] = 1,313 a
4,622) (Figura 12).
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Figura 12 — Patdgenos detectados na presencga e auséncia de Norovirus em amostras fecais, 0-36
meses. EAEC= enteroagregativa Escherichia coli; EPEC= enteropatogénica E coli; ETEC=
enterotoxigénica E coli; EHEC= enterohemorragica E. coli; RV= Rotavirus; Crypto= Cryptosporidium;
Campy= Campylobacter spp.; AstroV= Astrovirus; SaV= Sapovirus; E. histoly= Entamoeba histolistica;
AdenoV= Adenovirus; V. cholera= Vibrio célera. Patégenos presentes em menos de 1% das amostras
ndo foram mostrados. (**) P valor= 0,0050 OR = 2,463 [IC]= 1,313 a 4,622 (*) P valor= 0,0199 OR =
3,0 [IC]= 1,153 a 7,809. Teste exato de Fisher.

Também foram analisadas as coinfeccbes de NoV e outros
enteropatdogenos usando o software CART analise, para determinar a especifica
combinacdo de multiplos patdégenos associados com casos de diarreia ou controles
saudaveis. A Figura 13 apresenta a arvore de andlise de classificacdo e regresséo de
amostras NoV-positivas distribuidas usando o binario de presenca/auséncia de outros
enteropatégenos estudados. Houve associagéo significativa entre casos de diarreia e
presenca concomitante de EAEC e auséncias de Cryptosporidium e EHEC / STEC

(Terminal Node 2) (* P = 0,0167, OR = 4,8, 95% [IC] = 1,100 a 1,838).
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Figura 13 — Arvore de andlise de classificacéo e regressdo de coinfecgdes em amostras positivas de
Norovirus (n=75). A presenca ou auséncia de cada patbgeno entre grupos casos e controles esta
descrito dentro de cada né. NoOs terminais sdo indicados pela caixa vermelha. As arvores sao
hierarquicas por natureza. * P = 0,05. Associacdo significante entre casos e a presenca de EAEC e

auséncia de Cryptosporidium and EHEC/STEC (Terminal Node 2), * P = 0,0167, OR = 4,8 [IC] = 1,100
a 1,838.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos a presenca de NoV e a sua epidemiologia em
criancas com e sem diarreia de areas do semiarido brasileiro. Em geral, o estudo
destaca grande variabilidade genética de NoV no semiarido brasileiro e contribui para
uma maior compreensao de sua epidemiologia, coinfeccdes por outros patdgenos e a
sua associacao com a desnutricdo infantil.

No grupo de criangas selecionadas para o0 estudo houve uma
predominéncia das que apresentaram algum episodio diarréico, porém sem alteracdo
da homogeneidade entre os grupos quanto aos parametros de caracterizacdo da
populacdo avaliados (sexo, idade, taxa de amamentacdo e renda familiar mensal),
ndo havendo diferencas estatisticas entre os casos e 0s controles. A renda mensal
familiar inferior a 2 salarios minimos é condizente com estudos anteriores (AQUINO et
al., 2011 e 2014) que demonstraram que os agricultores familiares com rendimentos
anuais até R$ 3 mil ainda constituem o segmento majoritario no interior do pais, com
a sua ampla maioria concentrada no Nordeste (65%).

Os efeitos da desnutricdo associada com severa infecgdo por NoV -
induzem perda de peso, diminuicdo da imunidade protetora resultado de reinfec¢oes
em série, reducdo de respostas de anticorpos antivirais e aumento da variabilidade
viral - sdo bem relatados em estudos clinicos e em animais (BECK et al., 2004;
HICKMAN et al.,, 2014). Estudos multicéntricos indicaram associagdo entre a
desnutricdo na primeira infancia e a infeccdo por NoV (PLATTS-MILL et al, 2015;
ROUHANI et al., 2016). No presente estudo, encontrou-se associacoes significativas
de diagnostico de NoV com menores medidas antropométricas de peso por idade
(WAZ), peso por altura (WHZ) e indice de massa corporal por idade (BAZ), reforcando
o papel de NoV na desnutricdo. Entre a populagcéo estudada, observou-se uma baixa
prevaléncia de aleitamento materno exclusivo (6,6%), o que corrobora a alta
frequéncia de NoV em algumas cidades. Lima et al. (2000) demonstraram que a
amamentacdo desempenha um papel fundamental na prevencdo da diarréia e
desnutrig&o.

Também exploramos sintomas extraintestinais entre criangas infectadas ou
ndao com NoV. Nossos dados demonstraram que o Unico sintoma clinico associado a
infeccdo por NoV foi a presenca de sintomas respiratorios ou tosse. Estudo realizado

na Austrélia, Canada e EUA, Hall et al. (2010) foi verificado em crian¢cas menores de
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5 anos, infectadas com NoV, porcentagem similar aos nossos dados sobre sintomas
respiratorios concomitantes.

As taxas de deteccdo de NoV, neste estudo, variaram de 8 a 77,7% entre
as cidades. Ouricuri (Pernambuco), que apresenta 0 menor indice de desenvolvimento
humano entre os locais estudados (IPEA, 2013), apresentou a maior taxa de presenca
de NoV. Pesquisas anteriores revelaram altas taxas de prevaléncia de infec¢éo por
NoV (cerca de 35%) na regido norte do Brasil, avaliando criancas internadas em
hospitais com GA (FUMIAN et al.,, 2013; DA COSTA et al., 2017). Resultados
semelhantes de taxas de prevaléncia de NoV foram observados em um estudo
multicéntrico que demonstrou uma positividade média de NoV de 22,7% em amostras
de fezes diarréicas, variando de 7,1 a 32,8% entre os locais (ROUHANI et al., 2016).

Além disso, encontramos maiores cargas virais de NoV em amostras
diarréicas, porém sem associacdo. Corroborando com os nossos dados, outros
estudos também encontraram uma tendéncia para maior deteccdo de carga viral em
amostras de diarreia (BARREIRA et al., 2010; ROUHANI et al., 2016). O valor
encontrado nesta pesquisa, tanto no grupo dos casos (74,4x102 cépias de genoma
(gc) / g de fezes), como no de controles (1,62x108 copias de genoma (gc) / g de fezes),
foi maior ao observado em amostras provenientes de um pais africano, no qual os
pesquisadores também avaliaram pacien.tes sintomaticos e assintomaticos, onde o
valor médio de carga viral para os pacientes com sintomas e infectados por cepas do
genogrupo Gll de NoV foi de 1,53x10° (HUYNEN et al., 2013).

Os carreadores assintomaticos de cepas de NoV foram anteriormente
observados em criangcas, embora ainda geralmente subestimado. Nosso estudo
identificou uma frequéncia de NoV de 28% em criancas sem diarréia. As taxas de
prevaléncia de infeccao subclinica de NoV estao dentro de 17-30% em criancas no
segundo ano de vida em paises em desenvolvimento (FERREIRA et al.,, 2010;
PLATTS-MILLS et al., 2015; ZAMBRUNI et al., 2016).

Em relacdo a caracterizacdo genética de NoV, a baixa frequéncia de NoV
GI no presente estudo corrobora com estudos prévios que também encontraram uma
baixa prevaléncia desse genogrupo quando comparado ao Gll (FIORETTI et al., 2011,
ARVELO et al., 2012).

Neste estudo, a baixa taxa de deteccédo de Gll.4 ndo era esperada, ja que
€ bem conhecido que as cepas GIl.4 ainda sdo os principais genotipos de NoV

encontrados no Brasil e no mundo. No entanto, esse genétipo geralmente esta
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relacionado a doencas e surtos graves, sendo o gendtipo prevalente e bem relatado
em estudos envolvendo criancas hospitalizadas ou surtos de GA (MATHJIS et al.,
2011; HOA TRAN et al., 2013; LESHEM et al., 2013). As unicas duas cepas Gll.4
detectadas neste estudo foram coletadas em 2010, e foram classificadas como
pertencentes a variante New Orleans_2009, que circulou no Brasil e no mundo ap6s
o ano de 2009 (VEGA et al., 2011; ANDRADE et al., 2014; FIORETTI et al., 2014; DA
COSTA et al., 2017). Esta variante foi detectada pela primeira vez no inverno de 2009
- 2010, nos Estados Unidos, e contribuiu para 0 aumento do nimero de casos e surtos
de GA no mundo (VEGA et al., 2011).

Uma grande proporcéo de cepas possivelmente recombinantes de NoV na
regido do semiarido brasileiro foi detectada pela primeira vez (80%, 12/15) neste
estudo. A recombinacédo genética é um fenbmeno muito comum na evolugéo de NoV,
gerando mudancas importantes no seu genoma e aumentando a sua diversidade
(WHITE et al., 2014), de modo que o surgimento de gendtipos possivelmente
recombinantes é amplamente relatado em todo o mundo (FUMIAN et al., 2012 e 2016;
BRUGGINK et al., 2014 e 2016; HERNANDEZ et al., 2016; SUPADEJ et al., 2017).
Neste estudo, a cepa recombinante mais prevalente detectada foi GII.P16-GlI.3, tendo
aparecido no final de 2010 e inicio de 2011. Este recombinante foi detectado pela
primeira vez na india e na Italia no mesmo periodo (NAHAR et al., 2013; MEDICI et
al., 2014). Em um estudo anterior que investigou cepas que circulam na regiédo
Nordeste do Brasil, entre os pacientes pediatricos que necessitaram de atendimento
médico, o NoV GlI.3 também foi relatado (SA et al., 2015). Também no Brasil, durante
um estudo de vigilancia realizado no sudeste do Brasil entre 2003-2004, GII.3 foi o
segundo mais frequentemente detectado (BARREIRA et al., 2010). Descoberta
semelhante também foi relatada no sul da Africa entre 2009-2013 (MANS et al., 2014).

O gendtipo GII.P7-Gll.7, encontrado em apenas uma amostra controle do
nosso estudo, tem circulado em diversas localidades do mundo h& varios anos.
Chaimongkol et al. (2014) encontraram o referido genotipo acometendo criancas
hospitalizadas por GA na Tailandia. No Brasil, GII.P7/GII.7 foi identificado em estudos
conduzidos em vérias regides do pais (FIORETTI et al., 2011; ARAGAO et al., 2013).

O gendtipo da polimerase GII.P7 foi o gendtipo mais frequente detectado
(46,8%) neste estudo e tem sido um gendtipo de grande prevaléncia no Brasil desde
sua primeira deteccédo no ano 2005 (FERREIRA et al., 2010; FIORETTI et al., 2011).

Este genotipo também ja foi descrito em um estudo realizado em uma comunidade
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rural na regido Norte do Brasil entre 2008-2010 (ARAGAO et al., 2013). O gendtipo da
polimerase GII.P7 também foi detectado em duas formas recombinantes diferentes:
GIl.P7-Gll.6 e GII.P7-Gll.14. O primeiro foi detectado em varios paises desde sua
primeira descri¢cdo em 2011 em Burkina Faso, na Africa (MANS et al., 2014; FUMIAN
et al., 2016; SUPADEJ et al., 2017) e a segunda cepa mais recombinante (GII.P7-
Gll.14) foi detectada em junho e julho de 2010, todas as amostras coletadas em
Ouricuri. Em 2004, esta forma recombinante foi detectada a partir de um surto de GA
no sul do Brasil (FUMIAN et al., 2016). Anélises comparativas demonstraram que esta
cepa, GII.P7-Gll.14, eram muito semelhantes as encontradas na regido Norte do pais
(99% de identidade) em estudo realizado em 2010 por Siqueira et al., (2013a).

Cada um dos genatipos, Gll.Pe e GII.P2, foram detectados em apenas uma
crianca caso. Gll.Pe foi detectado pela primeira vez na Australia em 2008 (BRUGGINK
et al., 2014) e, globalmente, foi observada sua associacao com genotipos do capsideo
Gll.2, GII.3, Gll.4 e GIl.12 (EDEN et al. , 2010; MATHIJS et al., 2011; MEDICI et al.,
2014). Posteriomente ao presente estudo, uma cepa com 97% de identidade com o
genotipo GlI.Pe, encontrado no nosso estudo, foi causa de um surto, associado a
Gll.4, no interior do Chile e no estado do Acre (DA SILVA, et al., 2013). Ja quanto ao
genotipo GII.P2, verificou-se que a mesma apresentou alta similaridade (96%) com
amostra isolada em estudo ocorrido no mesmo periodo na Espanha, neste caso, ela
esteve associada ao genétipo do capsideo GIl.2 (ARANA et al., 2014)

Na presente pesquisa, ndo foi possivel definir um padréo de sazonalidade,
tal como relatado anteriormente por Raboni et al. (2014) em investigacao conduzida
na regidao Sudeste do Brasil cujas estacdes do ano sdo melhores definidas do que na
regido Nordeste. Estudo realizado anteriormente em Fortaleza/CE observou
panorama semelhante, no qual os NoV circularam regularmente ao longo de todos os
meses pesquisados, com alguns picos (SA et al., 2015). Em outro estudo, realizado
na regido Norte, foram investigados fatores ambientais que poderiam influenciar nos
picos de positividade, tais como precipitacdo pluviométrica, umidade e temperatura,
entretanto ndo foi observada correlacéo entre eles e maiores taxas de deteccao de
NoV (SIQUEIRA et al., 2013a).

As interacbes de NoV com outros patdégenos entéricos vém sendo mais
estudadas nos ultimos anos. Em um estudo realizado no Brasil e em outros sete
paises de trés continentes entre 2009 e 2010, o NoV foi detectado em 22,7%

(1607/7077) de amostras fecais diarreicas de criancas, dos quais 77,7% foram
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coinfectados com outros enteropatdgenos. Os mais comuns encontrados foram
Campylobacter, Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) e Giardia. No entanto, ndo
foram observadas diferencas nas taxas de infec¢cdo sintomatica com ou sem esses
agentes patogénicos associados (ROUHANI et al., 2016). Neste estudo, encontramos
resultados semelhantes, uma vez que 78,6% das infec¢gbes por NoV apresentaram
pelo menos um enteropatégeno associado detectado. Corroborando com Rouhani et
al. (2016), o coinfectante mais prevalente foi a EAEC. Outro estudo realizado, a
prevaléncia de co-infecgbes com EAEC foi associado com deficit no estado nutricional
nos primeiros seis meses de vida em criangas de estudo multicéntrico coorte (LIMA et
al., 2017), sugerindo uma correlacao entre altas taxas de desnutricdo e coinfeccdo
com a EAEC, o que poderia ser explicado pelo baixo valor de renda da populacao
estudada, e também condi¢cbes sanitarias precarias e dificil acesso ao sistema de
saude.

Em estudo realizado na China, os autores descobriram que as interacoes
de NoV com bactérias entéricas exigem a presenca do antigeno do grupo histoblood
(HBGA) - expressado por estas bactérias (LI et al., 2016). A HBGA foi identificada
como um potencial receptor de NoV ou co-receptor, portanto, os glicanos
transportados por diferentes bactérias entéricas desempenham um papel importante
na infeccdo por virus entéricos (TRANG et al., 2014, COULSON et al., 2015). Esta
hipotese, pode explicar em parte a co-ocorréncia ou auséncia de bactérias especificas
com virus especificos, mas 0s motivos para esses mecanismos ainda precisam ser
melhor estudados. Talvez essa seja a questdo fundamental para explicar a relagéo
entre presenca / auséncia de NoV e outros patégenos entéricos.

Outro ponto que pode justificar as altas taxas de coinfeccao, principalmente
por EAEC, encontradas, seriam pelas seguintes razfes: existem dois comuns
argumentos para que a EAEC seja encontrada em niveis elevados em individuos
saudaveis, (i) baixos niveis de EAEC estdo presentes em uma relacdo comensal
assintomatica no intestino humano e apenas aumenta para niveis detectaveis apos a
infeccdo com outro “verdadeiro” patégeno, porque a adesao entre a EAEC e o epitélio
intestinal € mais forte do que para outros comensais; (ii) A imunidade pés-infeccéo é
transportada para individuos aparentemente saudaveis; ndo havendo nenhuma
associacao clara entre distribuicdo de idade e carga de patdogenos e/ou doenca, como

visto na infeccéo por NoV, em estudo anterior (PHILLIPS et al., 2009), sugerindo que
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a imunidade adquirida contra a EAEC néo protege contra a infec¢do e, portanto, nédo
€ provavel que leve a carreadores assintomaticos (CHATTAWAY et al., 2013).

Nosso estudo teve algumas limitacdes. A coleta de amostras foi realizada
durante diferentes linhas de tempo para cada cidade, de modo que a sazonalidade de
NoV ndo pbéde ser completamente avaliada. Mais dados sobre os perfis dietéticos que
poderiam levar a uma melhor compreensao da influéncia nutricional sobre a infeccao
por NoV poderiam ter sido coletadas. Além disso, o pequeno tamanho da amostra
obtida da populacéo inicial impediu uma melhor avaliagdo de fatores-chave como
sintomas clinicos e influéncias de coinfeccdo. Todavia, uma avaliacdo completa das
1200 amostras por RT-PCR mostraria uma prevaléncia de NoV mais precisa dos
genotipos circulantes na populacao estudada.

Finalmente, este foi o primeiro estudo a avaliar a diversidade genética de
NoV em um amplo estudo epidemiolégico em criancas no semiarido brasileiro. Estes
dados contribuem para uma melhor compreensédo da epidemiologia de NoV e seu
impacto na saude, pois destaca grande variabilidade genética no semiarido brasileiro
e acrescenta conhecimentos importantes sobre sua epidemiologia, coinfecgdes e 0

seu papel na desnutricdo infantil.
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7 CONCLUSOES

v’ Verificou-se ampla diversidade genética nas amostras caracterizadas
filogeneticamente, inclusive com ocorréncia de cepas recombinantes;

v Nenhuma associacdo foi significativa entre o0s parametros
socioeconO6micos coletados das criangas e a presenca/auséncia da infec¢céo por NoV;

v O Unico sintoma extraintestinal associado significativamente com a
presenca NoV foi o aparecimento de sintomas respiratorios ou tosse;

v’ Avaliando a regido do capsideo, o genétipo mais predominante foi GlI.3,
ja se avaliarmos a regido da polimerase, os genétipo mais frequente encontrado foi
GIl.P7. Ambos genotipos estiveram mais prevalente em casos de diarreia;

v' O patégeno mais prevalente encontrado, tanto na presenca como na
auséncia de NoV foi a EAEC, porém a sua associacao so foi significativa na auséncia
de NoV. Na presenca de NoV, o patdgeno que apresentou uma associacao
significativa foi a Shigella;

v/ Para os casos positivos de NoV, a diarreia se mostrou associada a
presenca de EAEC e auséncia simultanea de Cryptosporidium e STEC.

v Finalmente, o presente estudo forneceu dados acerca da epidemiologia
de NoV no semiarido brasileiro, contribuindo para a vigilancia epidemiolégica no Brasil
e no mundo e reforcando a importancia da mesma, sobretudo no vislumbre de futura
vacina contra este virus; além disso, ressalta-se que este trabalho € pioneiro no Brasil
na investigacdo da infecgcdo por NoV em criangcas da comunidade no semiarido
brasileiro e nos aspectos clinicos relacionados a este quadro.



56

REFERENCIAS

AGUS, S.G.; DOLIN, R.; WYATT, R.G.; TOUSIMIS, A.J.; NORTHRUP, R.S. Acute
infectious nonbacterial gastroenteritis: Intestinal histopathology. Histologic and
enzymatic alterations during illness produced by the Norwalk agent in man. Ann.
Intern. (1973) August 25. http://science.sciencemag.org/.

AHMED, S.M.; HALL, A.J.; ROBINSON, A.E.; VERHOEF, L.; PREMKUMAR, P.;
PARASHAR, U.D.; et al. Global prevalence of norovirus in cases of gastroenteritis: a
systematic review and meta-analysis. Lancet Infect Dis (2014) 14(8):725-30.

AMBERT-BALAY, K.; POTHIER, P. Evaluation of 4 immunochromatographic tests for
rapid detection of norovirus in faecal samples. J Clin Virol (2013), 56(3):194-8.

ANDRADE, J.S.R.; ROCHA, M.S.; COSTA-CARVALHO, F.A.; FIORETTI, J.M,;
XAVIER, M.P.T.P.; NUNES, Z.M.A.; et al. Noroviruses associated with outbreaks of
acute gastroenteritis in the State of Rio Grande do Sul, Brazil, 2004-2011. J of Clin
Virol (2014) 61 345-352.

AQUINO, J.R. et al. Dimenséo e localizacao do publico potencial do PRONAF "B" no
Brasil: uma andlise a partir do Censo Agropecuario 2006. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE ECONOMIA, ADMINISTRACAO E SOCIOLOGIA RURAL,
49, Anais (2011) Belo Horizonte/MG: SOBER.

AQUINO, J.R. et al. Dimenséo e caracteristicas do publico potencial do Grupo B do
PRONAF na regido Nordeste e no estado de Minas Gerais. In: SCHNEIDER, S.,
FERREIRA, B. e ALVES, F. (Orgs.). Aspectos multidimensionais da agricultura
brasileira: diferentes visGes do censo agropecuario 2006. Brasilia/DF: IPEA (2014) p.
77-105 cap. 3.

ARAGAO, G.C.; MASCARENHAS, J.D.P.; KAIANO, J.H.L.; DE LUCENA, M.S.S.;
SIQUEIRA, J.A.M.; et al. Norovirus diversity in diarrheic children from an African-
descendant settlement in Belem, Northern Brazil. Plos One (2013) 8(2): e56608.

ARANA, A.; CILLA, G.; MONTES, M.; GOMARIZ, M.; PEREZ-TRALLERO, E.
Genotypes, recombinant forms, and variants of norovirus Gll.4 in Gipuzkoa (Basque
Country, Spain), 2009-2012. PL0oS One (2014) Jun 3;9(6):€98875.

ARVELO, W.; SOSA, S.M.; JULIAO, P.; LOPEZ, M.R.; ESTEVEZ, A.; LOPEZ, B.; et
al. Norovirus outbreak of probable waterborne transmission with high attack rate in a
Guatemalan resort. J Clin Virol (2012) 55:8-11.

ATMAR, R.L.; NEILL, F.H.; LE GUYADER, F.S.; Detection of human caliciviruses in
fecal samples by RT-PCR. Methods Mol. Biol (2011) 665, 39-50.

BARCLAY, L.; PARK, G. W.; VEGA, E.; HALL, A.; PARASHAR, U.; VINJE, J;
LOPMAN, B. Infection control for norovirus. Clin Micr Infect (2014) v.20 n.8 p.731-
740.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arana%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24893307
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cilla%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24893307
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Montes%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24893307
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gomariz%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24893307
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=P%C3%A9rez-Trallero%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24893307
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24893307

57

BARREIRA, D.M.; FERREIRA, M.S.; FUMIAN, T.M.; CHECON, R.; DE SADOVSKY,
A.D.; LEITE, J.P.; et al. Viral load and genotypes of noroviruses in symptomatic and
asymptomatic children in Southeastern Brazil. J Clin Virol (2010) 47:60-4.

BARTELT, L.A.; LIMA, A.A.; KOSEK, M.; PENATARO, Y.P.; LEE, G.; GUERRANT,
R.L. “Barriers” to child development and human potential: the case for including the
“‘Neglected Enteric Protozoa” (NEP) and other enteropathy-associated pathogens in
the NTDs. PLoS Neglected Tropical Diseases (2013) v. 7, n. 4.

BARTSCH, S.M.; LOPMAN, B.A.;, HALL, A.J.; PARASHAR, U.D.; LEE, B.Y. The
potential economic value of a human norovirus vaccine for the United States. Vaccine
(2012) 30 (49), 7097 — 7104.

BECK, M.A.; HANDY, J.; LEVANDER, O.A. Host nutritional status: the neglected
virulence factor. Trends Microbiol (2004) 12:417— 423.

BERTOLOTTI-CIARLET, A.; WHITE, L.J.; CHEN, R.; PRASAD, B.V.; ESTES MK.
Structural requirements for the assembly of Norwalk virus-like particles. J. Virol (2002)
76:4044 —-4055.

BERTOLOTTI-CIARLET, A.; CRAWFORD, S.E.; HUTSON, A.M.; ESTES, M.K. The 3
end of Norwalk virus mMRNA contains determinants that regulate the expression and
stability of the viral capsid protein VP1: a novel function for the VP2 protein. J Virol
(2003) 77:11603-11615.

BEURET, C.; KOHLER, D.; BAUMGARTNER, A.; LUTHI, T.M. Norwalk-like viruses
sequences in mineral waters: one year monitoring of three brands. Apll Environ
Microbiol (2002) 68: 1925-31.

BHUTTA, Z.A.; SOMMERFELD, J.; LASSI, Z.S.; SALAM, R.A.; DAS, J.K. Global
burden, distribution, and interventions for infections diseases of poverty. Infect Dis
Poverty (2014) v. 3, n. 21.

BLAZEVIC, V.; LAPPALAINEN, S.; NURMINEN, K.; HUHTI, L.; VESIKARI, T.
Norovirus VLPs and rotavirus VP6 protein as combined vaccine for childhood
gastroenteritis. Vaccine (2011) 19;29(45):8126-33.

BON, F.; AMBERT-BALAY, K.; GIRAUDON, H.; KAPLON, J.; LE GUYADER, S,
POMMEPUY, M.; et al. Molecular epidemiology of caliciviruses detected 76 in sporadic
and outbreak cases of gastroenteritis in france from december 1998 to february 2004.
J. Clin. Microbiol (2005) v. 43, n. 9, p. 4659-4664.

BRUGGINK, L.D.; DUNBAR, N.L.; MARSHALL, J.A. Emergence of Gll.e as a major
ORF 1 norovirus genotype and its associated ORF 2 Gll.4 variant forms. Infection,
Genetics and Evolution (2014) 22, 157-163.

BRUGGINK, L.D.; MOSELEN, J.M.; MARSHALL, J.A. The comparative
molecular epidemiology of GII.P7_GII.6 and GII.P7_GII.7 norovirus outbreaks in victo
ria, Australia, 2012-2014. Intervirology (2016) 59(1):60-5.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bruggink%20LD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27553653
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moselen%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27553653
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marshall%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27553653

58

BUCARDO, F.; REYES, Y.; SVENSSON, L.; NORDGREN, J. Predominance of
norovirus and sapovirus in Nicaragua after implementation of universal rotavirus
vaccination. PLoS One (2014) 21;9(5):e98201.

BULL, R.A,; TU, E.T.; MCIVER, C.J.; RAWLINSON, W.D.; WHITE, P.A. Emergence of
a new norovirus genotype Il.4 variant associated with global outbreaks of
gastroenteritis. J. Clin. Microbiol (2006) 44:327-333.

BULL, R.A.; TANAKA, M.M.: WHITE, P.A. Norovirus recombination. J Gen Virol
(2007) 88:3347-59.

CDC (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION). Norovirus
treatment. EUA: CDC (2012). Disponivel em:
<http://www.cdc.gov/norovirus/about/treatment.html>. Acesso em: 20 maio de 2017.

CHADWICK, P.R.; MCCANN, R. Transmission of a small round structured virus by
vomiting during a hospital outbreak of gastroenteritis. J Hosp Infect (1994) 26: 251-
259.

CHAIMONGKOL, N.; KHAMRIN, P.; MALASAO, R.; THONGPRACHUM, A
KONGSRICHAROERN, T.; UKARAPOL, N.; et al. Molecular characterization of
norovirus variants and genetic diversity of noroviruses and sapoviruses in Thailand. J
Med Virol. (2014) v.86, n. 7, p.1210-8.

CHATTAWAY, M.A.; HARRIS, R.; JENKINS, C.; TAM, C.; COIA, J.E.; GRAY, J.; et al.
Investigating the link between the presence of enteroaggregative Escherichia coli and
infectious intestinal disease in the United Kingdom, 1993 to 1996 and 2008 to 2009.
Euro Surveill (2013) 18(37):pii=20582.

CHEETHAM, S.; SOUZA, M.; MEULIA, T.; GRIMES, S.; HAN, M.G.; SAIF, L.J.
Pathogenesis of a genogroup Il human norovirus in gnotobiotic pigs. J. Virol. (2006)
80, 10372-10381.

COULSON BS. Expanding diversity of glycan receptor usage by rotaviruses. Curr
Opin Virol (2015) 15:90-6.

DA COSTA, S.T.P.; FUMIAN, T.M.; DE LIMA, I.C.G.; SIQUEIRA, J.A.M.; DA SILVA,
L.D.; HERNANDEZ, J.M.; et al. High prevalence of norovirus in children with sporadic
acute gastroenteritis in Manaus, Amazon Region, northern Brazil. Mem Inst Oswaldo
Cruz (2017) Rio de Janeiro: 1-5.

DA SILVA, L.D.; RODRIGUES, E.L.; DE LUCENA, M.S.S.; et al. Detection of the
pandemic norovirus variant Gll.4 Sydney 2012 in Rio Branco, state of Acre, northern
Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz (2013) Rio de Janeiro, Vol. 108(8): 1068-1070,
December.

DE GRAAF, M.; VAN BEEK, J.; KOOPMANS, M.P. Human norovirus transmission and
evolution in a changing world. Nat Rev Microbiol. (2016) Jul;14(7):421-33.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Graaf%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27211790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Beek%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27211790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koopmans%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27211790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27211790

59

DEBBINK, K.; LINDESMITH, L.C.; BARIC, R.B. The State of Norovirus Vaccines. CID
(2014) 58(12): 1746-1752.

DONALDSON, E.F.; LINDESMITH, L.C.; LOBUE, A.D.; BARIC, R.S. Viral shape-
shifting: norovirus evasion of the human immune system. Nat. Rev. Microbiol. (2010)
8:231-241.

DUIZER, E.; BIUKERK, P.; ROCKX, B.; GROOT, A.; TWISK, F.; KOOPMANS, M.
Inactivation of Caliciviruses. Appl Environ Microbiol (2004) 70: 4538-4543.

EDEN, J.S.; BULL, R.A.; TU, E.; MCIVER, C.J.; LYON, M.J.; MARSHALL, J.A.; et al.
Norovirus GlI.4 variant 2006b caused epidemics of acute gastroenteritis in Australia
during 2007 and 2008. J. Clin. Virol. (2010) 49:265-271.

ETTAYEBI, K.; et al. Replication of human noroviruses in stem cell-derived human
enteroids. Science (2016). doi:10.1126/science.aaf5211.

FERREIRA, M.S.; VICTORIA, M.; CARVALHO-COSTA, F.A.; VIEIRA, C.B.; XAVIER,
M.P.; FIORETTI, J.M.; et al. Surveillance of norovirus infections in the state of Rio de
Janeiro, Brazil 2005-2008. J. Med. Virol (2010) 82, 1442-1448.

FERREIRA, M.S.; CUBEL GARCIA, R.C.; XAVIER, M.D.A. P; RIBEIRO, R.L.; ASSIS,
R.M.; MOTA, M.D.O.C.; et al. Genotyping of gastroenteric viruses in hospitalised
children: first report of norovirus GII.21 in Brazil. Mem. Inst. Oswaldo Cruz (2012) v.
107, n. 8, p. 1064-1067.

FIORETTI, J.M.; FERREIRA, M.S.; VICTORIA, M., VIEIRA, C.B.; XAVIER, M.P.;
LEITE, P.; MIAGOSTOVICH, J.P.; Genetic diversity of noroviruses in Brazil. Mem Inst
Oswaldo Cruz (2011) 106:942-947.

FIORETTI, J.M.; BELLO, G.; ROCHA, M.S.; VICTORIA, M.; LEITE, J.P,;
MIAGOSTOVICH, M.P. Temporal dynamics of norovirus Gll.4 variants in Brazil
between 2004 and 2012. PLoS One (2014) 25:€92988.

FUMIAN, T.M.; ARAGAO, G.C.; MASCARENHAS, J.D.; KAIANO, J.H.; SIQUEIRA,
J.A.; SOARES, L.S.; et al. Detection of a novel recombinant strain of norovirus in an
African-descendant community from the Amazon region of Brazil in 2008. Arch Virol
(2012) 157(12):2389-92.

FUMIAN, T.M.; JUSTINO, M.C.A.; MASCARENHAS, J.D.P.; REYMAO, T.KA;
ABREU, E.; SOARES, L.; et al. Quantitative and molecular analysis of noroviruses
RNA in blood from children hospitalized for acute gastroenteritis in Belém, Brazil. J.
Clin. Virol. (2013) v. 1, n. 58, p. 31-35.

FUMIAN, T.M.; DA SILVA RIBEIRO DE ANDRADE, J.; LEITE, J.P.; MIAGOSTOVICH,
M.P. Norovirus Recombinant Strains Isolated from Gastroenteritis Outbreaks in
Southern Brazil, 2004-2011. PLoS One (2016) 26;11(4):e0145391.

GALE, A.R.; WILSON, M. Diarrhea: Initial Evaluation and Treatment in the Emergency
Department. Emerg Med Clin North Am. (2016) v. 34, n. 2, p.293-308.



60

GLASS, R.J.; WHITE, L.J.; BALL, J.M.; LEPARE-GOFFART, |.; HARDY, M.E;
ESTES, M.K. Norwalk virus open reading frame 3 encodes a minor structural protein.
J Virol (2000) 74: 6581-6591.

GLASS, R.l.; PARASHAR, U.D.; ESTES, M.K. Norovirus Gastroenteritis. N Engl J
Med (2009) 361:1776-85.

GREEN, K.Y.; CHANOCK, R.M.; KAPIKIAN, A.Z.; Human caliciviruses. In: KNIPE,
D.M.; HOWLEY, P.M.; GRIFFIN, D.E.; LAMB, R.A.; MARTIN, M.A.; ROIZMAN, B.;
STRAUS, S.E.; editors. Fields Virology (2007) 5th ed. Philadelphia: Lippincott
Williams & Wilkins; p. 949— 980.

GREEN, K.Y.; et al. Caliciviridae: The Noroviruses, in: KNIPE, D.M.; HOWLEY, P.M.;
COHEN, J.L.; GRIFFIN, D.E.; LAMB, R.A.; MARTIN, M.A.; RACANIELLO, V.R;
ROIZMAN (Eds.). Fields Virology (2013) Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia,
pp. 582—-608.

GUERRANT, R.L.; VAN GILDER, T.; STEINER, T.S.; et al. Practice guidelines for the
management of infectious diarrhoea. Clin Infect Dis. (2001) v. 32, p. 331-350.

GUERRANT, R.L.; DEBOER, M.D.; MOORE, S.R.; SCHARF, R.J.; LIMA, A.A. The
impoverished gut—a triple burden of diarrhoea, stunting and chronic disease. Nat Rev
Gastroenterol Hepatol. (2013) v. 10, n. 4, p. 220-229.

GUERRERO, R.A.; BALL, J.M.; KRATER, S.S.; PACHECO, S.E.; CLEMENTS, J.D.;
ESTES, M.K. Recombinant Norwalk virus-like particles administered intranasally to
mice induce systemic and mucosal (fecal and vaginal) immune responses. J Virol.
(2001) 75(20):9713-22.

HALL, A.J.; VINJE, J.; LOPMAN, B.; PARK, G.W.; YEN, C.; GREGORICUS, N.; et al.
Centers of Disease Control and Prevention MMWR Morb Mortal Wkly (2011)
Rep;60:1-16.

HALL, A.J. Noroviruses: the perfect human pathogens? J Infect Dis. (2012)
205(11):1622-4,.

HALL, G.; MCDONALD, L.; MAJOWICZ, S.E.; SCALLAN, E.; KIRK, M.; et al.
Respiratory symptoms and the case definition of gastroenteritis: an international
analysis of the potential impact on burden estimates. Epidemiol Infect (2010) 138,
117-124.

HALL, T.A. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Nucl Acids Symp Ser (1999) 41:95-98.

HARRIS, J.P.; EDMUNDS, W.J.; PEBODY, R.; BROWN, D.W.; LOPMAN, B.A;
Deaths from norovirus among the elderly, England and Wales. Emerg Infect Dis
(2008) 14:1546-1552.



61

HERNANDEZ, J.D.; DA SILVA, L.D.; SOUSA JUNIOR, E.C.; DE LUCENA, M.S;;
SOARES, L.D.A.S.; MASCARENHAS, J.D.; GABBAY, Y.B. Analysis of uncommon
norovirus recombinants from Manaus, Amazon region, Brazil: GII.P22/GlIl.5,
GII.P7/GII.6 and GII.Pg/Gll.1. Infect Genét. Evol. (2016) n. 39, p. 365-71.

HICKMAN, D.; JONES, M.K.; ZHU, S.; KIRKPATRICK, E.; OSTROV, D.A.; WANG,
X.; et al. The effect of malnutrition on norovirus infection. MBio (2014) Mar 4,
5(2):e01032-13.

HOA TRAN, T.N.; TRAINOR, E.; NAKAGOMI, T.; CUNLIFFE, N.A.; NAKAGOMI, O.
Molecular epidemiology of noroviruses associated with acute sporadic gastroenteritis
in children: global distribution of genogroups, genotypes and Gll.4 variants. J Clin
Virol. (2013) 56(3):185-93.

HODGES, K.; GILL, R. Infectious diarrhoea: Cellular and molecular mechanisms. Gut
Microbes (2010) 1(1):4-21.

HUYNEN, P.; MAUROQOY, A.; MARTIN, C.; SAVADOGO, L.G.; BOREUX, R.; THIRY,
E.; MELIN, P.; DE MOL, P. Molecular epidemiology of norovirus infections in
symptomatic and asymptomatic children from Bobo Dioulasso, Burkina Faso. J. Clin.
Virol. (2013) v. 58, n. 3, p. 515-521.

ICTV. Virus Taxonomy: 2016 Release. ICTV (2016). Disponivel em:
<http://www.ictvonline.org/>. Acesso em: 21 de maio de 2017.

IPEA (Instituto de Pesquisa e Economia Aplicada). IPEA (2013). Disponivel em:
<http://www.atlasbrasil.org.br/2013/pt/consulta/>. Acesso em: 12 de marc¢o de 2017.

JIANG, X.; GRAHAM, D.Y.; WANG, K.N.; ESTES, M.K. Norwalk virus genome cloning
and characterization. Science (1990) n.250, p. 1580-1583.

JIANG, X.; WANG, M.; WANG, K.; ESTES, M.K. Sequence and genomic organization
of Norwalk virus. Virology (1993) 195(1):51-61.

KAGEYAMA, T.; KOJIMA, S.; SHINOHARA, M.; et al. Broadly reactive and highly
sensitive assay for Norwalk-like viruses based on real-time quantitative reverse
transcription PCR. J. Clin. Microbiol. (2003) 41(4), 1548-1557.

KANKANAMALAGE, A.C.G.; KIM, Y.; WEERAWAMA, P.M.; UY, A.Z.; DAMALANKA,
V.C.; MANDADAPU, S.R.; et al. Structure-guided design and optimization of dipeptidyl
inhibitors of norovirus 3CL protease. Structure-activity relationships and biochemical,
X-ray Crystallographic, Cell-Based, and In vivo studies. J Med Chem (2015) 58: 3144-
3155.

KAPIKIAN, A.Z.; WYATT, R.G.; DOLIN, R.; THORNHILL, T.S.; KALICA, A.R;
CHANOCK, R.M. Visualization by immune electron microscopy of a 27-nm particle
associated with acute infectious nonbacterial gastroenteritis. J Virol. (1972) 10:1075-
81.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hickman%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24595373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20MK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24595373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24595373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kirkpatrick%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24595373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ostrov%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24595373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24595373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24595373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=HICKMAN+2014+NOROVIRUS
http://www.atlasbrasil.org.br/2013/pt/consulta/

62

KATO, K.; ISHIWA, A. The role of carbohydrates in infection strategies of enteric
pathogens. Trop Med Health (2015) 43(1):41-52.

KIM, Y.; THAPA, M.; HUA, D.H.; CHANG, K.O. Biodegradable nanogels for oral
delivery of interferon for norovirus infection. Antiviral Res (2011) 89:165-173.

KINGSLEY, D.H.; VINCENT, E.M.; MEADE, G.K.;, WATSON, C.L.; FAN, X
Inactivation of human norovirus using chemical sanitizers. Int J Food Microbiol (2014)
171: 94-99.

KOOPMANS, M.; DUIZER, E. Foodborne viruses: an emerging problem. Int J Food
Microbiol (2004) 90: 23-41.

KOSEK, M.; BERN, C.; GUERRANT, R.L. The global burden of diarrhoeal disease, as
estimated from studies published between 1992 and 2000. Bull World Health Organ
(2003) v. 81, n. 3, p. 197-204.

KRONEMAN, A.; VEGA, E.; VENNEMA, H.; VINJE, J.; WHITE, P.A.; HANSMAN, G;
et al. Proposal for a unified norovirus nomenclature and genotyping. Arch Virol. (2013)
158(10):2059-68.

KUMAR, S.; STECHER, G.; TAMURA, K. MEGA7: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis Version 7.0 for Bigger Datasets. Mol Biol Evol. (2016) Jul;33(7):1870-4.

LANATA, C.F.; FISCHER-WALKER, C.L.; OLASCOAGA, A.C.; TORRES, C.X;
ARYEE, M.J.; BLACK, R.E.; CHILD HEALTH EPIDEMIOLOGY REFERENCE GROUP
OF THE WHO AND UNICEF. Global causes of diarrhoeal disease mortality in children
<5 years of age: a systematic review. PLoS One (2013) Sep 4;8(9):e72788.

LEE, K.S.; KANG, D.S.; YU, J.;CHANG, Y.P.;PARK, W.S. How to do in
persistent diarrhea of children?: concepts and treatments of chronic diarrhea. Pediatr
Gastroenterol Hepatol Nutr. (2012) Dec; 15(4):229-36.

LEE, N.; CHAN, M.C.; WONG, B.; CHOR, K.W.; SIN, W.; CHOI, KW.; et al. Fecal viral
concentration and diarrhea in norovirus gastroenteritis. Emerg Infect Dis (2007)
13:1399-401.

LESHEM, E.; WIKSWO, M.; BARCLAY, L.; BRANDT, E.; STORM, W.; SALEHI, E.; et
al. Effects and clinical significance of GIll.4 Sydney norovirus, United States, 2012-
2013. Emerg Infect Dis. (2013) v. 19, n. 8, p. 1231-8.

LI, L.L.; LIU, N.; HUMPHRIES, E.M.; YU, J.M.; LI, S.; LINDSAY, B.R.; STINE, O.C,;
DUAN, Z.J. Aetiology of diarrhoeal disease and evaluation of viral-bacterial coinfection
in children under 5 years old in China: a matched case-control study. Clin Microbiol
Infect. (2016) Apr; 22(4):381.€9-381.e16.

LI, J.; PREDMORE, A.; DIVERS, E.; LOU, F. New Interventions against human
norovirus: progress, opportunities, and challenges. Annu Rev Food Sci Technol
(2012) 3: 331-352.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kumar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27004904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stecher%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27004904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tamura%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27004904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=MEGA7%3A+Molecular+Evolutionary+Genetics+Analysis+Version+7.0+for+Bigger+Datasets
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lanata%20CF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24023773
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fischer-Walker%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24023773
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olascoaga%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24023773
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torres%20CX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24023773
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aryee%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24023773
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Black%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24023773
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Child%20Health%20Epidemiology%20Reference%20Group%20of%20the%20World%20Health%20Organization%20and%20UNICEF%5BCorporate%20Author%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Child%20Health%20Epidemiology%20Reference%20Group%20of%20the%20World%20Health%20Organization%20and%20UNICEF%5BCorporate%20Author%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24010092
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kang%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24010092
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24010092
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chang%20YP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24010092
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20WS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24010092
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24010092
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24010092
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20LL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26724990
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26724990
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Humphries%20EM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26724990
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yu%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26724990
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26724990
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lindsay%20BR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26724990
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stine%20OC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26724990
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Duan%20ZJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26724990
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26724990
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26724990

63

LIMA, A.A.; FANG, G.; SCHORLING, J.B.; DE ALBUQUERQUE, L.; MCAULIFFE,
J.F.; MOTA, S.; et al. Persistent diarrhoea in northeast Brazil: etiologies and
interactions with malnutrition. Acta Pediatr. Suppl. (1992) v. 381, p. 39-44.

LIMA, A.A.M.; MOORE, S.R.; BARBOZA JR, M.S.; SOARES, A.M.; SCHLEUPNER,
M.A.; NEWMAN, R.D.; et al. Persistent diarrhea signals a critical period of increased
diarrhea burdens and nutritional shortfalls: a prospective cohort study
among children in northeastern Brazil. J Infect Dis. (2000) May;181(5):1643-51.

LIMA, A.A.M.; LEITE, A.M.; DI MOURA, A.; LIMA, N.L.; SOARES, A.M.; ABREU, C.B.;
et al. Determinant Variables, Enteric Pathogen Burden, Gut Function, and Immune-
Related Inflammatory Biomarkers Associated with Childhood Malnutrition: A
Prospective Case-Control Study in Northeastern Brazil. Ped Infect Dis (2017) Feb 22.

LIU, J. et al. Multiplex reverse transcription PCR Luminex assay for detection and
guantitation of viral agents of gastroenteritis. J of Clin Virology (2011) 50 308-313.

LIU, J.; GRATZ, J.; MARO, A.; KUMBURU, H.; KIBIKI, G.; TANIUCHI, M.; et al.
Simultaneous detection of six diarrhea-causing bacterial pathogens with an in-house
PCR-luminex assay. J Clin Microbiol. (2012) 50 (1):98-10.

LOLE, K.S.; BOLLINGER, R.C.; PARANJAPE, R.S.; GADKARI, D.; KULKARNI, S.S;;
NOVAK, N.G.; et al. Full- length human immunodeficiency virus type 1 genomes from
subtype C-infected seroconverters in India, with evidence of intersubtype
recombination. J. Virol. (1999) v. 73, n. 1, p.152-160.

LOPMAN, B.; VENNEMA, H.; KOHLI, E.; POTHIER, P.; SANCHEZ, A.; NEGREDO,
A.; et al. Increase in viral gastroenteritis outbreaks in Europe and epidemic spread of
new norovirus variant. Lancet (2004) 363:682—-688.

LOPMAN, B. Air sickness: vomiting and environmental transmission of norovirus on
aircraft. Clin Infect Dis (2011) 53: 521-522.

LOPMAN, B.; et al. Global burden of norovirus and prospects for vaccine development.
Centers for Disease Control and Prevention CDC (2015).

LORNTZ, B.; SOARES, A.M.; MOORE, S.R.; PINKERTON, R.; GANSNEDER, B.;
BOVBJERG, V.E.; et al. Early childhood diarrhea predicts impaired school
performance. Pediatr Infect Dis J. (2006) Jun;25(6):513-20.

MACHADO, M.M.; LINDSAY, A.C.; MOTA, G.M.; ARRUDA, C.A.; AMARAL, J.J.;
FORSBERG, B.C. A community perspective on changes in health related to diarrhoea
in northeastern Brazil. Food Nutr Bull. (2011) v. 32, n. 2, p. 103-11.

MANS, J.; MURRAY, T.Y.; TAYLOR, M.B. Novel norovirus recombinants detected in
South Africa. Virol J (2014) 11:168.

MARKS, P.J.; VIPOND, I.B.; REGAN, F.M.; WEDGWOOD, K.; FEY R.E.; CAUL, E.O.
A school outbreak of Norwalk-like virus: evidence for airborne transmission. Epidemiol
Infect. (2003) 131(1):727-36.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lima%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10823764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moore%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10823764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barboza%20MS%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10823764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barboza%20MS%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10823764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schleupner%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10823764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schleupner%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10823764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Newman%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10823764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10823764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22075596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gratz%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22075596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maro%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22075596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kumburu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22075596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kibiki%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22075596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taniuchi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22075596

64

MAST, T.C.; WANG, F.T.; SU, S.; SEEGER, J.D. Evidence of Herd Immunity and
Sustained Impact of Rotavirus Vaccination on the Reduction of Rotavirus-Related
Medical Encounters Among Infants from 2006 through 2011 in the United States.
Pediatr Infect Dis J (2015) 34: 615-620.

MATHIJS, E.; DENAYER, S.; PALMEIRA, L.; BOTTELDOORN, N.; SCIPIONI, A.;
VANDERPLASSCHEN, A.; et al. Novel norovirus recombinants and of Gll.4 sub-
lineages associated with outbreaks between 2006 and 2010 in Belgium. Virol J (2011)
8:310.

MATSUI, S.M.; GREENBERG, H.B. Immunity to calicivirus infection. J Infect Dis
(2000) 181: 331-335.

MATTISON, K.; GRUDESKI, E.; AUK, B.; CHAREST, H.; DREWS, S.J.; FRITZINGER,
A.; et al. Multicenter comparison of two norovirus ORF2-based genotyping protocols.
J. Clin. Microbiol. (2009) v. 47, n. 12, p. 3927-32.

MEDICI, M.C.; TUMMOLO, F.; MARTELLA, V.; GIAMMANCO, G.M.; DE GRAZIA, S.;
ARCANGELETTI, M.C.; et al. Novel recombinant GII.P16_GII.13 and GII.P16_GII.3
norovirus strains in Italy. Virus Res. (2014) 8; 188:142-5.

MENDES, P.S.; RIBEIRO, H.D.A.C.; MENDES, C.M. Temporal trends of overall
mortality and hospital morbidity due to diarrhoeal disease in Brazilian children younger
than 5 years from 2000 to 2010. J Pediatr. (2013) v. 89, n. 3, p. 315-25.

MOORE, S.R.; LIMA, N.L.; SOARES, A.M.; ORIA, R.B.; PINKERTON, R.C.;
BARRETT, L.J.; et al. Prolonged episodes of acute diarrhoea reduce growth and
increase risk of persistent diarrhoea in children. Gastroenterology (2010) v. 139, n.
4, p. 1156-64.

MORAIS, M.B.; FAGUNDES-NETO, U. Enteropatia Ambiental. Estudos Avancados
(2003) v.17, n. 48, p. 137-149.

MS (Ministério da Saude). Resolugcdo n° 2914 de 12 de dezembro de 2011. Dispde
sobre controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu
padréo de potabilidade. MS (2011). Disponivel em:
<http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudeleqis/am/2011/prt2914 12 12 2011.html>.
Acesso em: 21 de maio de 2017.

NAHAR, S.; AFRAD, M.H.; MATTHIINSSENS, J.; RAHMAN, M.Z.; MOMTAZ, Z.;
YASMIN, R.; et al. Novel intergenotype human norovirus recombinant GII.16/GIl.3 in
Bangladesh. Infect Genet Evol (2013) 20:325-9.

NOEL, J.S.; FANKHAUSER, R.L.; ANDO, T., MONROE, S.S.; GLASS, R.l.
Identification of a distinct common strain of “Norwalk-like viruses” having a global
distribution. J. Infect. Dis. (1999) 179:1334-1344.

OKA, T.; WANG, Q.; KATAYAMA, K.; SAIF, L. Comprehensive review of human
sapoviruses. CMR (2015) 28: 32-53.



65

O'NEILL, P.D.; MARKS, R.J. Baysian model choice and infection route modelling in an
outbreak of Norovirus. Stat Med (2005) 24: 2011-2024.

O’'RYAN, M.; RIERA-MONTES, M.; LOPMAN, B. Norovirus in Latin America:
Systematic Review and Meta-analysis. Ped Infect Dis Journal (2017) Feb - Vol 36 -
Issue 2 - p 127-134.

PARK, G.W.; VINJE, J.; SOBSEY, M.D. The comparison of UV an chlorine disinfection
profiles of murine norovirus (MNV-1), feline calicivirus (FCV), and coliphage MS2.
ASM. (2006) Orlando, Florida.

PARKS, C.G.; MOE, C.L.; RHODES, D.; LIMA, A.; BARRETT, L.; et al. Genomic
diversity of "Norwalk like viruses" (NLVs): pediatric infections in a Brazilian shantytown.
J Med Virol (1999) 58:426-434.

PATEL, M.M.; WIDDOWSON, M.A.; GLASS, R.l.; AKAZAWA, K. VINJA, J;
PARASHAR, U.D.; Systematic literature review of role of noroviruses in sporadic
gastroenteritis. Emerg Infect Dis (2008) 14:1224-1231.

PAYNE, D.C.; VINJE, J.; SZILAGYIl, P.G.; EDWARDS, K.M.; STAAT, M.A;
WEINBERG, G.A.; et al. Norovirus and medically attended gastroenteritis in U.S.
children. N Engl J Med (2013) 368(12): 1121-1130.

PLATTS-MILLS, J.A.; BABJI, S.; BODHIDATTA, L.; GRATZ, J.; HAQUE, R.; HAVT,
A.; et al. Pathogen-specific burdens of community diarrhoea in developing countries:
a multisite birth cohort study (MAL-ED). Lancet Glob Health (2015) Sep; 3(9):e564-
75.

PRASAD, B.V.; HARDY, M.E.; DOKLAND, T.; BELLA, J.; ROSSMANN, M.G.; ESTES,
M.K. X-ray crystallographic structure of the Norwalk virus capsid. Science (1999) 286:
287-290.

RABONI, S. M.; DAMASIO, G. A.; FERREIRA, C. E.; PEREIRA, L. A.; NOGUEIRA, M.
B.; VIDAL, L. R.; et al. Acute gastroenteritis and enteric viruses in hospitalised children
in southern Brazil: aetiology, seasonality and clinical outcomes. Mem. Inst. Oswaldo
Cruz. (2014) v. 109, n. 4, p. 428-435.

RAMANI, S.; ATMAR, R.L.; ESTES, M.K. Epidemiology of human noroviruses and
updates on vaccine development. Curr. Opin. Gastroenterol. (2014) 30, 25-33.

RAMIREZ, K.; WAHID, R.; RICHARDSON, C.; BARGATZE, R.F.; EL-KAMARY, S.S.;
SZTEIN, M.B.; PASETTI, M.F. Intranasal vaccination with an adjuvanted Norwalk
virus-like particle vaccine elicits antigen-specific B memory responses in human adult
volunteers. Clin. Immunol. (2012) 144(2):98-108.

ROCHA-PEREIRA, J.; CUNHA, R.; PINTO, D.C.; SILVA, A.M.; NASCIMENTO, M.S.
(E)-2-styrylchromones as potential anti-norovirus agents. Bioorg Med Chem (2010)
18:4195-4201.


http://journals.lww.com/pidj/toc/2017/02000
http://journals.lww.com/pidj/toc/2017/02000

66

ROCKX, B.; DE WIT, M.; VENNEMA, H.; VINJE, J.; DE BRUIN, E.; VAN
DUYNHOVEN, Y.; KOOPMANS, M. Natural history of human calicivirus infection: a
prospective cohort study. Clin Infect Dis (2002) 35(3):246-53.

ROSSIGNOL, J.F.; EL-GOHARY, Y.M. Nitazoxanide in the treatment of viral
gastroenteritis: a randomized double-blind placebo-controlled clinical trial. Aliment.
Pharmacol Ther. (2006) 15;24(10):1423-30.

ROUHANI, S.; YORI, P.P.; OLORTEGUI, M.P.; et al. Norovirus infection and acquired
immunity in 8 countries: results from MAL-ED study. Clin Inf. Dis. (2016) May 15;
62(10):1210-7.

RUVOEN-CLOUET, N.; BELLIOT, G.; LE PENDU, J. Noroviruses and histo-blood
groups: The impact of common host genetic polymorphisms on virus transmission and
evolution. Rev. Med. Virol. (2013) 23, 355-366.

SA, A.C.C.; GOMEZ, M.M.; LIMA, I.LF.N.; QUETZ, J.S.; HAVT, A.; ORIA, R.B.; LIMA,
A.A.; LEITE, J.P.G.; Group a rotavirus and norovirus genotypes circulating in the
northeastern Brazil in the post-monovalent vaccination era. J of Medical Virology
(2015). doi: 10.1002/jmv.

SANTOS, N.; SOARES, C.; Viroses entéricas. In: SANTOS, N.; ROMANOS, M.T,;
WIGG, M.; Introducéo a virologia humana (2008). 22 Ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan; p. 147 — 174.

SANTOS, V.S.; GURGEL, R.Q.; CAVALCANTE, S.M.; KIRBY, A.; CAFE, L.P;
SOUTO, M.J.; et al. Acute norovirus gastroenteritis in children in a highly rotavirus-
vaccinated population in Northeast Brazil. J Clin Virol. (2017) Mar; 88:33-38.

SIEBENGA, J.J.; VENNEMA, H.; ZHENG, D.P.; VINJE, J.; LEE, B.E.; PANG, X.L.; HO,
E.C.; et al. Norovirus illness is a global problem: emergence and spread of norovirus
Gll.4 variants, 2001-2007. J Infect Dis (2009) 200:802—-812.

SIMON, A.; SCHILDGEN, O.; MARIA EIS-HUBINGER, A.; HASAN, C.; BODE, U.; et
al. Norovirus outbreak in a pediatric oncology unit. Scand J Gastroenterol (2006)
41:693-699.

SIQUEIRA, J.AM.; LINHARES, A.C.; CARVALHO, T.C.N, ARAGAO, G.C.
OLIVEIRA, D.S.; SANTOS, M.C.; et al. Norovirus infection in children admitted to
hospital for acute gastroenteritis in Belém, Para, Northern Brazil. J Med Virol (2013a)
85: 737+744.

SIQUEIRA, J.A.; LINHARES, A.C.; GONCALVES, M.S.; CARVALHO, T.C.; JUSTINO,
M.C.; MASCARENHAS, J.D.; GABBAY, Y.B. Group A rotavirus and norovirus display
sharply distinct seasonal profiles in Belém, northern Brazil. Mem. Inst. Oswaldo Cruz.
(2013b) v. 108, n. 5, p. 661-664.

SOSNOVTSEV, S.V.; GREEN, K.Y. Identification and genomic mapping of the ORF3
and VPg proteins in feline calicivirus virions. Virology (2000) 277: 193-203.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santos%20VS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28160726
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gurgel%20RQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28160726
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cavalcante%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28160726
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kirby%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28160726
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Caf%C3%A9%20LP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28160726
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Souto%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28160726
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Acute+norovirus+gastroenteritis+in+children+in+a+highly+rotavirus-vaccinated+population+in+Northeast+Brazil

67

SOSNOVTSEV, S.V.; BELLIOT, G.; CHANG, K.O.; ONWUDIWE, O.; GREEN, K.Y.
Feline calicivirus VP2 is essential for the production of infectious virions. J. Virol.
(2005) 79:4012-4024.

STRAUB, T.M.; HONER, Z.U., BENTRUP, K., OROSZ-COGHLAN, P
DOHNALKOVA, A.; MAYER, B.K; et al. In vitro cell culture infectivity assay for human
noroviruses. Emerg Infect Dis (2007) 13(3): 396-403.

SUPADEJ, K.; KHAMRIN, P.; KUMTHIP, K.; KOCHJAN, P.; YODMEEKLIN, A
USHIJIMA, H.; MANEEKARN, N. Wide variety of recombinant strains of norovirus GlI
in pediatric patients hospitalized with acute gastroenteritis in Thailand during 2005 to
2015. Infect Genet Evol. (2017) Apr 28; 52:44-51.

TALAL, AH.; MOE, C.L.; LIMA, AA.; WEIGLE, K.A;; BARRETT, L.; et al
Soroprevalence and soroincidence of Norwalk-like virus infection among Brazilian
infants and children. J Med Virol (2000) 61:117-124.

TAN, D.; DENG, L.; WANG, M.; LI, X.; MA, Y.; LIU W. High prevalence and genetic
diversity of noroviruses among children with sporadic acute gastroenteritis in Nanning
City, China, 2010-2011. J. Med. Virol. (2015) 87(3):498-503.

TAN, M.; HUANG, P.; XIA, M.; FANG, P.A.; ZHONG, W.; MCNEAL, M.; et al. Norovirus
P particle, a novel plataform for vaccine development and antibody production. J.
Virol. (2011) 85(2):753-64.

TANIUCHI, M.; VERWEIJ, J.J.; NOOR, Z.; SOBUZ, S.U.; LIESHOUT, L.V.; PETRI JR,
W_.A.; et al. High Throughput Multiplex PCR and Probe-based Detection with Luminex
Beads for Seven Intestinal Parasites. Am J Trop Med Hyg (2011) 84(2): 332-337.

TANIUCHI, M.; SOBUZ, S.U.; BEGUM, S.; PLATTS-MILLS, J.A.; LIU, J.; YANG, Z.; et
al. Etiology of diarrhea in Bangladeshi infants in the first year of life analyzed using
molecular methods. J Infect Dis. (2013) 208(11):1794-802.

THIELMAN, N.M.; GUERRANT, R.L. Acute infectious diarrhoea. N Engl J Med. (2004)
v. 350, p. 38-47.

THOMPSON, J.D.; GIBSON, T.J.; PLEWNIAK, F.; JEANMOUGIN, F.; HIGGINS, D.G.
The CLUSTAL X Windows interface: flexible strategies for multiple sequence
alignment aided by quality analysis tools. Nucleic Acids Res (1997) 25: 4876-4882.

THORNE, L.G.; GOODFELLOW, I.G. Norovirus gene expression and replication. J.
Gen. Virol. (2014) 95 Pt 2:278-91.

THORNE, L.; ARIAS, A.; GOODFELLOW, I. Advances Toward a Norovirus Antiviral:
From Classical Inhibitors to Lethal Mutagenesis. J.Infect. Dis. (2016) 213 1:S27-31.

TRANG, N.V,; VU, H.T.; LE, N.T.; HUANG, P.; JIANG, X.; ANH, D.D. Association
between norovirus and rotavirus infection and histo—blood group antigen types in
Vietnamese children. J Clin Microbiol (2014) 52: 1366—74.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Supadej%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28461205
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khamrin%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28461205
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kumthip%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28461205
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kochjan%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28461205
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yodmeeklin%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28461205
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ushijima%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28461205
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maneekarn%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28461205
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28461205
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taniuchi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21292910
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verweij%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21292910
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Noor%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21292910
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sobuz%20SU%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21292910
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Lieshout%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21292910
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Petri%20WA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21292910
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Petri%20WA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21292910
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taniuchi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24041797
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sobuz%20SU%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24041797
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Begum%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24041797
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Platts-Mills%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24041797
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24041797
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24041797

68

TSUGAWA, T.; NUMATA-KINOSHITA, K.; HONMA, S.; NAKATA, S.; TATSUMI, M.;
et al. Virological, serological, and clinical features of an outbreak of acute
gastroenteritis due to recombinant genogroup Il norovirus in an infant home. J Clin
Microbiol (2006) 44:177-182.

TU, E.T.; BULL, R.A.; KIM, M.J.; MC IVIR, C.J.; HERON, I.; MC IVER, C.J.; et al.
Norovirus excretion in an aged- care setting. J Clin Microbiol (2008) 46:2119-21.

VAN BEEK, J.; AMBERT-BALAY, K.; BOTTELDOORN, N.; EDEN, J.S.; FONAGER,
J.; HEWITT, J.; et al; NORONET. Indications for worldwide increased norovirus activity
associated with emergence of a new variant of genotype Il. 4, late 2012. Euro Surveill.
(2013) 18(1):pii=20345.

VASHIST, S.; URENA, L.; GONZALEZ-HERNANDEZ, M.B.; CHOI, J.; ROUGEMONT,
A.; ROCHA-PEREIRA, J.; et al. The molecular chaperone Hsp90 is a therapeutic target
for noroviruses. J Virol (2015) 89(12): 6352-6363.

VEJA, E.; BARCLAY, L.; GREGORICUS, N.; SHIRLEY, S.H.; LEE, D.; VINJE, J.
Genotypic and epidemiologic trends of norovirus outbreaks in the United States. J Clin
Microbiol (2014) 52(1): 147-155.

VEGA, E.; BARCLAY, L.; GREGORICUS, N.; WILLIAMS, K.; LEE, D.; VINJE, J. Novel
surveillance network for norovirus gastroenteritis outbreaks, United States. Emerg.
Infect. Dis. (2011) v. 17, n. 8, p. 1389-1395.

VINJE, J.; VENNEMA, H.; MAUNULA, L.; BONSDORFF, C.H.V.; HOEHNE, M.;
SCHREIER, E.; et al. International Collaborative Study to Compare Reverse
Transcriptase PCR Assays for Detection and Genotyping of Noroviruses. J Clin
Microbiol (2003) 41:1423-33.

VINJE, J. Advances in Laboratory Methods for Detection and Typing of Norovirus. J
Clin Microbiol (2015) 53(2): p. 373-381.

VONGPUNSAWAD, S.; PRASAD, B.V.; ESTES, M.K. Norwalk Virus Minor Capsid
Protein VP2 Associates within the VP1 Shell Domain. J Virol (2013) 87(9):4818-4825.

WANG, Q.; ZHANG, Z.; SAIF, L.J. Stability of and attachament to lettuce by culturable
porcine sapovirus surrogate for human caliciviruses. Appl Environ Microbiol (2012)
78(11): 3932-3940.

WHITE, P.A.; HANSMAN, G.S.; LI, A.; DABLE, J.; ISAACS, M.; FERSON, M.; et al.
Norwalk-like virus 95/96-US strain is a major cause of gastroenteritis outbreaks in
Australia. J. Med. Virol. (2002) 68:113-118.

WHITE, P.A. Evolution of norovirus. Clin Microbiol Infect (2014) 20:741-5.
WHO (WORLD HEALTH ORGANIZATION). Diarrhoeal disease. GENEVA: WHO

(2013). Disponivel em: <http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs330/en/>.
Acesso em: 21 de maio de 2017.




69

WHO (WORLD HEALTH ORGANIZATION). World Health Statitics. Geneva: WHO
(2014). Disponivel em:
<www.who.int/gho/publications/world health statistics/2014/en/>. Acesso em: 21 de
maio de 2017.

WIDDOWSON, M.A.; CRAMER, E.H.; HADLEY, L.; BRESEE, J.S.; BEARD, R.S,;
BULENS, S.N.; et al. Outbreaks of acute gastroenteritis on cruise ships and on land:
identification of a predominant circulating strain of norovirus—United States, 2002. J.
Infect. Dis. (2004) 190:27-36.

WILHELMI, I.; ROMAN, E.; SANCHEZ-FAUQUIER, A.; Viruses causing
gastroenteritis. Clin Microbiol Infect (2003) 9:247-262.

YEN, C.; WIKSWO, M.E.; LOPMAN, B.A.; VINJE, J.; PARASHAR, U.D.; HALL, A.J.
Impact of an emergent norovirus variant in 2009 on norovirus outbreak activity in the
United States. Clin. Infect. Dis (2011) 53:568-571.

ZAMBRUNI, M.; LUNA, G.; SILVA, M.; BAUSCH, D.G.; RIVERA, F.P.; VELAPATINO,
G.; et al. High Prevalence and Increased Severity of Norovirus Mixed Infections Among
Children 12-24 Months of Age Living in the Suburban Areas of Lima, Peru. J Pediatric
Infect Dis Soc (2016) Sep; 5(3):337-41.

ZHENG, D.P.; ANDO, T.; FANKHAUSER, R.L.; BEARD, R.S.; GLASS, R.l.; MONROE,
S.S.; et al. Norovirus classification and proposed strain nomenclature. Virol (2006)
346:312-323.

ZHENG, D.P.; WIDDOWSON, M.A.; GLASS, R.l.; VINJE, J. Molecular epidemiology
of genogroup ll-genotype 4 noroviruses in the United States between 1994 and 2006.
J. Clin. Microbiol (2010) 48: 168-77.



ANEXO A — COMITE NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

MINISTERID DA SAUDE
Conesiho Nacions! ds Sados
Comissdo Haclonal do Etico em Peaguiua - CONEP

PARECER N’ 7602006

Regisiro CONEP: 12728 (Este n* déve sur 0ilado ks testecpandéncies rlersntze o ests projeia)

Regisiro CEP: 238/05 Processo n® 259000.017262/2006-38
Projeto de Posquiss: Jmis/vengdo com micronutrientas ¢ impactc a longo prazo no
Brash.” Protooalo (Re-ICIDRE  OMID 05-0077 . versao 3.0 — Tradugao revisada em
23/11/2005. Pesquisador Responsével: Du, Aldc Angelo Moceka Uma

Instituigdo: Unsversidade Feceral do Ceard /\CE

Patrocinador: National Institute of Aliergy and Infectious Diseases - NIAID

Area Temdtice Especial: Gandica Humana,; Cooperagaa Estrangera

An se proceder a andise das respostas ao Pamosr CONEP n® 352/2006, refereme ao
pro@to de posquise supvecitado, considercu-se em geral alendidas/esticrecilas @
maiorda das questces. No entanto cadem ainda &s sequites consideracles.

1. A resposia referente 3 questao S dewe s methor esclarecida no Termo de
Consertimante Livve e Esclarecido, devende esler  expliciada a
responsabiriade do pesquisador medianie qualguer dano, Nao basta apengs &
cilagio quanio ao diredo a reclarmar isgaimenis.

2. Com relacio & questds §, foi enexado o encaminhamento solcitando anaiise ¢
parecer do Comité de Etica ua Universidade de Virginia, EUA (pais de origem).
Aguarda-se. poranta, o documento de aprovaglo por Comite de Euca em
Pesquiss desse pais

(A

Quanio a quasidc 7. o pesquisador contorda com as cltagbes das rosolucoes
o CNS referanies & interrupcdo do estudo. Entretanto, tove estar esclarecido
no proprio paragrafo da pag. 45 do protoculo as refaréndas s resolughes elou
anexar deckhraddo de que caso haja necessidade de inlerrupcdo 80 estudo, a

mesma se dara conforme o disposto nos iens 113 72" @ VILIAT da Res
ONS196/96 8 2em 112 "e” da Res, CNS 245197

%, A Questda B fol parcia mante atendica. Nos ¢ritéros e inclusdo nao fo feita s
referéncia 208 2000 tamitares Gue serdo dosdorss ao malerial genético,

5 Em atendimento & questda 14, relativa &0 Tenmo de Cansantimento Livia o
Esciaeciin- TOLE, foram apreseriados dois TCLE {um para @ pasquisa com
micronuifienies & ouko para a pesquisa geneética) am alendanasio aos sub-
lenrs da referida questio, porém com datas de varsso de 08/04/2005, anterior
@ versho apresentada inicaiments (23711/2005) @ anterior a data do Parecer
CONEP 352/2008 (dstado o2 20/04/2008). Esclarecer. Entende-se que as
versaes do TOLE cevem conssar data posierior 30 parecer da CONEP,

6. No TCLE 25peCifico para a pesquisa pars miciorunentes, deve sor oxchilda a
frase que coneidera como beneficic « agsiléncia médica gratuita & o
fomecimento gratiite dos supigmentos em tsste. Este falo poderia ser
congigarado como nfringente & aulanomia pois pade ser cansiderada uma
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Caoat. Paracar CONER N* 7602008

possivel indugfo 20 s Jjeilo da pesquisa, iofringindo a sua autonomia, uma vez
que néo se caracleriza realmente como beneficio pera os sujeitos, j& que ;
acesso a ratamento deve ser garantido a todos Tal frase poderia ser colocad

, por @xemplo, num it:m denominado “custos .

7. No TCLE especifico para a pasquisa genétca néo cabe refarbneias af
administragcdo do medicamento em estudo, mencionada em alguns ilens.
Rever

acordo com as atribuigoes dofinidas na Res. CNS 196/96 maniiesta-se pet
aprovagdo do projelo de pesquisa propaesto, com a seguinie recomendacao a
acompanhada pelo CE? due inforinara a CONEPR:

Dlante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP, 3

«  Que sejam atendidas es questdes acima, antes Jo inicio do estudo,

Situagao: Protoccto aprovalo com récomendacas

Hrasilia, 14 de julho de 2008,

WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONEP/CNSMS




ANEXO B — COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFC

Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 338/09 Fortaleza, 20 de novembro de 2009
Protocolo COMEPE n°® 238/05

Pesquisador responsavel: Aldo Angelo Moreira Lima

Dept®./Servigo: Departamento de Fisiologia e Farmacologia-UFC

Titulo do Projeto: "Intervengdo com micronutrientes e impacto a longo
prazo no Brasil - Subprojeto 2A"

Levamos ao conhecimento de V.S2. que o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceard — COMEPE, dentro das
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Salde — Ministério da Saude, Resolucao n°196 de 10 de
outubro de 1996 e complementares, aprovou a realizacéo do subprojeto
2A na reunido do dia 19 de novembro de 2009 nas cidades de Crato,
Picos, Cajazeiras, Sousa, Limoeiro e Pacajus cujas declaragbes de
anuéncia foram apresentadas.

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer
a enviar o relatdrio final do referido projeto.

Atenciosamente,

[N
UFC
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ANEXO C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Interveng&o com Micronutrientes e Impacto a Longo Prazo no Brasil
(Semi-Arido Brasileiro: Objetivos 2a e 2c)

Nome do Participante

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos convidando sua crianga para participar de uma pesquisa de genética para infecgdes
gastrintestinais e impedimento de crescimento e desenvolvimento. Este estudo &€ uma parceria entre a
Universidade Federal do Ceara e a Universidade da Virginia, nos Estados Unidos. Amostras de fezes, dados
antropométricos e dados soécio-culturais serdo coletados e examinados. Faremos testes de DNA nas amostras
coletadas para ver as caracteristicas hereditarias que podem previamente produzir infecgdes gastrintestinais ou
impedimento do crescimento e desenvolvimento.

O objetivo deste estudo € aprender sobre a tendéncia para infecgbes gastrintestinais e seus efeitos no
desenvolvimento. O objetivo do teste genético é identificar os fatores que contribuem para o desenvolvimento
de certas doencas.

Para participar deste estudo vocé deve concordar com os termos aqui expostos.

O que estamos tentando descobrir:

Sua crianga foi selecionada porque mora numa cidade situada na regi&do do semi-arido brasileiro e esta
na faixa etaria entre 2 e 36 meses, além de ndo apresentar sintoma diarréico nos ultimos 15 dias antes da
coleta das amostras

Nosso grupo de pesquisa tem estudado o impacto das doengas diarréicas em criangas de comunidades
carentes de Fortaleza. Os estudos realizados permitiram a associagdo entre as diarréias persistentes e
algumas infeccdes entéricas especificas com a ruptura da barreira intestinal, provocando alteracbes na sua
fungio absortiva e predispondo criancas a uma maior carga diarréica. Observamos que a ocorréncia de
doencas diarréicas nos dois primeiros anos de vida e a presenga de determinados patégenos entéricos, podem
influenciar no crescimento linear da crianga. Episédios de diarréia persistente nos dois primeiros anos de vida
mostraram ter associagiao com um déficit de crescimento de 1,5 a 4cm aocs 4 a 6 anos de idade nessas
criangas. Além disso, a idade de inicio da crianga na escola e a idade por ano escolar sao significantemente
atrasadas pelas doengas diarréicas ocorridas no inicio da infancia.

Na busca por alternativas para a diminuigao do impacto causado pelas doencas diarréicas causadas por
virus, bactérias ou parasitas, observamos a grande eficiéncia da solucdo de re-hidratagao oral baseada em
glutamina quando comparada & tradicional solugdo & base de glicose. Além disso, temos testado a influéncia
da suplementagao de micronutrientes, como zinco, vitamina A e arginina, na dieta de criancas susceptiveis as
doengas diarréicas, observando a redu¢do no nimero de criangas doentes.

Estes estudos t&m sido realizados em duas comunidades carentes de Fortaleza: Parque Universitario e
Gongalves Dias, ambas situadas em Fortaleza e préximas a Faculdade de Medicina. Acompanhando os
quadros diarréicos dessas duas comunidades ao longo dos ultimos 20 anos, observamos que mesmo nas
criancas que n3o apresentam diarréia como sintoma, ainda existe uma alta prevaléncia de inflamagao intestinal
e de enteropatéogenos que podem oportunamente causar as doengas diamréicas quando as defesas
imunolégicas sdo reduzidas. Isso vem acontecendo principalmente em virtude de condigbes higiénico-
sanitarias insatisfatorias e da caréncia de uma dieta nutricional balanceada.

Para que possamos realmente avaliar o impacto lesivo da presenca destes agentes infecciosos,
principalmente quando n&o ha diarréia, se faz necessaria a avaliagio destes agentes em criangas que nao
residem nessas comunidades. Os resultados deste estudo para os participantes serao mensurados em termos
de conhecimento do risco para as doencas diarréicas. A sociedade em geral se beneficia de qualquer reducéo
nestas doencgas da pobreza.

O que acontecera:

Existem duas partes para este estudo:
1. Um profissional de saude (enfermeira efou agente de salde) coletard uma amostra de fezes e um pouco
de saliva, através de um bochecho, de sua crianga;

Um questionario sera aplicado para coletar informagoes socio-ambientais;

Medidas antropométricas serio também verificadas e registradas em um formulario;

As amostras serdo enviadas para o Laboratério de Doengas infecciosas para realizar testes especificos
para este estudo. As amostras de fezes serdo avaliadas através de meétodos e técnicas de biologia
molecular para a detecgdo de bactérias que prejudicam o intestino;

5. Suas amostras ficardo armazenadas por 5 anos apds o final do estudo para futuras validagbes dos testes.
Beneficios:

A deteccao de helmintos e protozoarios, através do exame parasitologico de fezes, ou de crescimento de
bactéria reconhecidamente prejudicial ao intestino sera informada aos responsaveis e uma indicagao de
tratamento sera indicada pelo médico pediatra responsavel pelo estudo. &
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Riscos:
N3o existem riscos fisicos, sociais ou psicolégicos neste estudo
Confidencialidade:
A confidencialidade e a privacidade dos dados de sua crianga serdo resguardadas, segundo normas éticat
brasileiras.

Responsabilidade em Caso de Danos:

Se seu filho apresentar qualquer dano como resultado direto do estudo, vocé devera entrar em contato
com o Dr. Aldo Lima no fone: 3366 8437 para receber a terapia necessaria. Qualquer dano resultante de sua
participacdo sera avaliado e tratado deracordo com os beneficios e assisténcia integral que vocé passa a ter
direito ao assinar este formulario de consentimento e entrar na pesquisa, pois todo dano mediante o estudo é
de inteira responsabilidade do pesquisador.

Para quem ligar:

Se vocé tem: (1) alguma questio sobre o estudo, por favor ligue para Dr Aldo A.M. Lima, Unidade de
Pesquisa Clinica, UFC (Tel.: 3366 8445), (2) alguma questdo sobre seus direitos como participante de um
estudo, por favor ligue para Comité de Etica em Pesquisa da UFC (COMEPE), Tel.: 3366.8346, ou peca a
alguém do estudo para ajudar vocé a contatar com as pessoas citadas acima.

Direito de desistir:
A participagao de sua crianca neste estudo & completamente voluntaria. Vocé & livre para retira-la do
estudo a qualquer momento sem prejuizos. Apenas avise a um dos membros da equipe.

Nome do Sujeitc
(Se < 18 anos)
/ /
Pai ou Guardigo Legal Pai ou Guardido Legal ddf mm/ ano
(NOME LETRA FORMA) (ASSINATURA)
L& |
Assinatura da Testemunha dd/ mm/ ano
/ /

Assinatura do Membro da Pesquisa dd/ mm/ ano
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ANEXO D — QUESTIONARIO
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FORMULARIO
ETIOLOGIA DE DIARREIA DO SEMI-ARIDO

Caso nao exista resposta para alguma pergunta, escreva ND como resposta.

# Guestao Codigo Resposta
1] Data da Aplicagso do [ddrnrrimiaa) I:”:| J |:| |:| |:| ] |:”:|
Questionario
Informagdes sobre a crianga:

02 Data de nascimenio [ddmmmiaa) I:”:' J I:l I:I I:I f |:||:|

03 Senn 1=masculing;
F=famiring

[]

04 Alimentagde da crianga 1=amamentagio
ENUEIVE;
2=amamentagdo ndo-
ENCUEIVE;
J=nd0 amamenia mals;
d=runca fil
aAmamaniada;
Z=nd0 5302

[]

05 Se aresposta antenor for 3 Messs
[nac amamenta mais), por
guanto tempo a changa fio

[ L]

amamentada?
Antropometria:
06 |Peso @ L]0
o7 Altura om |:||:| |:“:|
08| Graunferinca ca cabegs o (100
Informagdes sobre o responsavel:
B |G PR sm | o acamnsoy ]

h F=tia (0], G=outn

10 Caso a resposia 3 questao
antenor seja & (outro
parentesco). favor

especificar,




11

Idade da m3e da crianca

12

{Grau de escolandade da
mae

1= ndo estudou;
2=primaris Incompletn;
J=primano completn;
d=gecundario
Incompledo;
S=gecundano complein,
E=superion Incomgletn;
T=gup=rion completo;
Send0 sabe

13

ldade da primeira
pestacio

anos

L]

Condigoes socio-economicas e hi

gienico-sanitarias da fa

milia da crianga:

T=talpa, Z=alvenana,

14 | Qual o tipo de casa em I=mista; 4=0UT3; |:|
que a crianga vive? S=nao s3de
13 Caso a resposta 3 questao
amtenior seja 4 (ouro tipo de
habitacan), favor
16 | Nimero total de |:||:|
comodos/compariimentos
da casa
17 Mimero total de habiantes DI:'
da casa (criangas e
adultos)
18 Mimero de habitantes da DD
casa menones de 5 anos
13 Renda familar (em I==12; 2=i2a3=i;
salarios minimos) 3=1as2 4=2as3; |:|
' S=3@=5 B==5;
S=nd0 sale
1= 3gua encanada;
20 A agua de beber da casa & | 2=POgD profunoo;
provenients de J=CAEMDE;
4=CAMOGE,
S=ricdacude; |:|
E=Ciztema;
T=Camo plpa;
§=agua mineral;
Seno sabe;
10=punira forme
Fy! Caso a resposta 3 questao
arntenor

ja 10 {outra fonte

e agua), ecpecificar.
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X2 0 que faz antes de ulilzar | 1= ferve; 2-usa i
a Agua para beber? 3=usa solug30 de clon; |:|
d=nenhuma agio;
S=0Utra; 9=n3o sabe
23 Caso a resposta a questao
antenor seja 5 (oulra ac3o),
fanor especificar. .
24 Tipo de esgotamento 1=fossa;
sanitario da casa 2-rede/esgoto potilco I:'
{sangar);
Jmgam sisiema de
e5QOD
25 Ha sanitario dentro da 1=gim;  2=ndo |:|
casa’?
26 Existe agua comente e 1=sim; 2=nio I:I
sabao para lavar as maos
perto do sandtano?
27 Com qual frequéncia agua | 1=sempre;
comente e sabao s30 2=freguentements; |:|
utiizados para lavar as 3=pOUC3S VEZEE,
maos? 4= raramenis;
S=nUnCa;
S=nid0 s3De
28 Criancas menores de 5 T=s2mpre;
anos defecam no chao da i&ﬂ?ﬁm |:|
casalguintal? Cas | .
& d=nd0 cul raraments,
S=nid0 s3De
] Animas costumam ficar T=glpr,  2=ndo; |:|
dentro de casa ou @0 redor | 9=nao sabe
[no: quintalj*
30 Caso a resposta a questao
artenior seja 1 (sim), favor
especificar qual(is)
anmal(is).
Condigtes clinicas da crianga
k3| Sua crianga apresentou 3 | T=sim; 2=ndo I:l

ou mais fezes liguidas nas
ultimas 24 horas? (CASO A
RESPOSTA SEJ4 NAC, w4
FARA A GUESTAD 38)
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12 Caso a resposia a guestao
antenor seja 1 (sim), favor |:| |:|
especificar a quantos das
3 crianga verm .
apresentando diamseia
33 | Quantas evacuaghes em |:| |:|
24 horas? (Maior numiero
recondiadic )
M Sinais/sintomas observados pelo guardido ou reportados pela crianga:
341 Dwor abdominal 1= &lm;
M2 | vamio 2=na0; |:|
B=ndi sabe
343 | Muco nas fezes |:|
A | Sangue nas fezes |:|
345 | Fraqueza |:|
345 | Inguietagao I:'
347 | Tosse ou sintomas |:|
respiratinos
343 | Desidratagdo T=moderada;
(Entrewistagar, favor se Z=grave;
reportar & tabela 1, em T=grau nao |denttcada; |:|
deskiratap3o 0 fnal o S=nao saDe
guestiondrio)
349 Febre 1= =im; | |
2=nd0;
S0 sane
421 | Casotenharealizado medida | Medida em oC jou MD) HEE
GO tErmametno, Informe a
malor medlda recondada.
34.10 | Qutros stomas ou doengas | T=smg |:|
concomitanies 2=ndo;
S=nd0 sale
kS Caso a resposta 3 questao

.10 s=ja 1 (=im), favor
especificar.




36 A crianca recebeu algum

1= slm;

tratamento durante a 2=nd0;
diaméia? S=ndo saDe
kT Cas0 a resposta 3 questao
3 seja 1 (sim), favor
espeificar,
38 Sua crianca apresemou 1= =i,
dameia I'E utmeos 14 2=ndo;
dias? S=nd0 s3De

Situagao vacinal da crianga

39 A crianga recebeu as seguintes vacinas? 1= sim;

=ndo; S=ndo sabe

VR BCG
{30 ROSCEF, cameT fammar graves
e rubercakose)

a2 | SRC
Searamps, mbdoln, cammba, f2
wesed)

383 | Hepstite B
a0 mascer, reforos om [ e &
mesed)

P

a4 | VORH

acirg vl OoRtE PORTViRLG
Maavare; I e 4 mses)

i
B

J05 | Hib
(mcnivine ¢ cutras mfogdes
centisaday pedn Harmopdilis

Ipiluenzge npoe & 2, 4 ¢ & meses)

I T

306 | DPT- “Tripdice"

difiena, rfeamn, coqueiache: I
4, fg ) mese)

fL]

8T | WOP: “Gotinha”
ot ol contra pdfio; 2, 4, d
¢ [ meses)

L]




Guestdes para o entrevistador

40 Foi coletada amostra de 1= =m; 2=n30 |:|
fezes¥

41 Foi coletada amostra de 1=gim; 2Z=ndo |:|
salva?

42 A crianga foi classificada | 1=caso  2=controle |:|
COMo CAS0 oU conmole?

Enftrevistador:

Ascinatura;

L

ANEXD

Tabela 1: Classificacao dos graus de desidratagdo

PEREONTES RESPOSTAS
& B c
Dlamelas Abd 4 dejecdes De 4 a 10 dejeches + g2 10 dejeples
liquidasidla O  liguidasidla O liquidasida O
Vamios Ausents [0 Poucaquantidade [ Multofrequenis [
Sede Hormal [0 Aumeniada [J Maopodebeber [
Urina Normal [ Pouca, escura [0 Menhumaem&h [
Cihos Nonmials n FLndos | Multo fundos n
Boca e Lingua Malnagas [J Secas [] Ressecadas O
Pale Pressionada, volla ao Pressionada, voiia Pressionada, wolta
normal O lentaments [0 rutolentaments [
Decldratagao Cas0 apresenie esi2s  Caso apresents dolsou  Caso apresents dols ou
EINtomas: mals destes simiomas mals destes sintomas
MAD SN, MODERADA S, GRANVE

"A5 respostas A, B e C comespondam a3 Imiensldades crescemtes 008 sinals & sintomas: de B'E'EHFBI-E-I;h.
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ANEXO E — MANUSCRITO RELACIONADO A DISSERTACAO “Genetic diversity
of norovirus strains, co-infections and nutritional status in children: a case-

control study in the semiarid region of Brazil.”
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Abstract

Norovirus (NoV) infection is a major global health problem with high morbid-mortality rates.
However, the impact of NoV on child development remains poorly described. We wanted to
investigate the genetic diversity of circulating NoV strains in children from the semiarid region
of Brazil, and its associations with other co-infections and clinical/nutritional status. This case-
control study was carried out with 2—36-months-old, being considered cases children who had
at least one episode of diarrhea in the last 14 days. Detection and quantification of NoV were
performed by RT-qPCR, followed by molecular and phylogenetic analysis. The prevalence of
NoV was 45.2%. A lower z-score index was associated with the presence of NoV with weight
for age — WAZ (P = 0.034), weight for height —- WHZ (P = 0.033), and body mass index for age
— BAZ (P = 0.033). In addition, NoV infection was associated with more frequent respiratory
symptoms (P = 0.0096). GIL.P7 (polymerase) and GIL.3 (capsid) were the most frequent NoV
genotypes, and analysis of the ORF 1-2 junction identified recombinant NoV strains in 80% of
the sequenced samples. With regards to co-infections, among the positive cases of NoV,
diarrheal episodes were associated with the presence of entero-aggregative E. coli, and
simultaneous absence of Cryptosporidium and shiga toxin-producing E. coli (P =0.0167). The
present study highlighted the high genetic variability of NoV in the semiarid region of Brazil,
and underlines its role in co-infections and infant nutritional status, thus contributing to better

understandings of its epidemiology.

Key Words: Norovirus. Diarrhea. Pediatric. Nutritional status. Semiarid Brazilian region.
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Introduction

Infectious diarrhea is the second most common cause of death in children under 5 years
of age in developing countries [1]. Norovirus (NoV) is one of the main etiological agents, and
is responsible for more than 90% of acute viral gastroenteritis (AGE) outbreaks, up to 200,000
deaths per year worldwide mainly in developing countries [2,3].

NoV belongs to the Norovirus genus within the Caliciviridae family. Its positive single-
stranded RNA genome of approximately 7.5 kb is organized into three open reading frames
(ORFs), encoding non-structural proteins (ORF1), while ORF2 and ORF3 encode the major
capsid VP1 protein and the minor structural VP2 protein, respectively. Based on VP1 sequence
similarity, NoV strains are classified into seven genogroups (Gl — GVII) and over 40 genotypes;
strains belonging to the GI, Gll and GIV genogroups are known to infect humans [4,5,6]. NoV
is constantly evolving by point mutation (antigenic drift) and genetic recombination. High
recombination frequency among different genotypes has been reported in previous studies, most
commonly near the ORF1-2 junction, therefore is recommended that both regions should be
genotyped [6,7].

Non-severe episodes of diarrhea in the community are of great public health concern since
it’s associated with poor growth, impaired cognitive development, environmental enteropathy,
and even mortality [8,9,10,11]. In Brazil, several studies have examined the molecular
epidemiology of NoV in hospitalized children, outpatients, and day care centers [12,13,14];
however, most of these studies have been limited to symptomatic cases. Our study aimed to
investigate the prevalence and genetic diversity of NoV in a case-control study in the semiarid
region of northeastern Brazil, and its association with other enteropathogens, clinical

symptoms, and nutritional status.
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Material and methods

Study design and clinical samples

A transversal, case-control study was conducted in six cities (states) from the Northeast
Region of Brazil: Cajazeiras (Paraiba), Crato (Ceara), Ouricuri (Pernambuco), Patos (Paraiba),
Picos (Piaui) and Sousa (Paraiba). These cities were designated as representatives of the
semiarid region in northeastern Brazil, and have over 50,000 inhabitants each (Fig 1). From
April 2010 to March 2011, health workers collected fecal samples from children in the age
group of 2-36 months old in health care units or during active surveillance, being considered
cases children who had at least one episode of diarrhea in the last 14 days. An interview was
conducted during subject enrollment, and detailed health information such as anthropometric
measurements, breastfeeding status, clinical conditions, and occurrence of diarrhea were
collected via a standardized questionnaire form.

We enrolled 130 (81 cases and 49 controls) by randomly selection, and an additional 36
NoV-positive samples were included, which were previously confirmed to be positive for NoV

using the Luminex Bio-Plex® System technology (Bio-Rad, USA).

Ethical statement

This research was approved by the National Commission on Ethics in Research of Brazil
and the Research Ethics Committee of the Federal University of Ceara (craft n°.550/20086,
protocol n°.238/05). Written informed consent was signed by parents or guardians of the
children during fecal specimen collection.

An initial screening was performed by the Luminex Bio-Plex® 200 System (Bio-Rad,
USA) for different pathogens panels were used as follows: virus (rotavirus, norovirus,

astrovirus, and sapovirus) [15]; bacteria (pathogenic Escherichia coli, Shigella spp., Salmonella
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spp., Campylobacter spp., Aeromonas spp., and Vibrio spp.) [16,17]; protozoa (Giardia spp.,

Cryptosporidium spp., and Entamoeba histolystic) [18].

Norovirus detection and molecular characterization

Virus RNA was purified from stool samples using the QlAamp Viral RNA™ extraction
kit (QIAGEN, USA), according to the manufacturer’s instructions. Quantitative assay was
performed on an ABI 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, USA) using a set of
primers target the ORF1-2 fragments, probes and protocol previously described [19, 20].

Sequencing reactions was performed using an ABI Prism BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit and the ABI Prism 3130xI DNA Sequencer (Applied
Biosystems, USA) [19, 21, 22, 23]. The sequences were edited using the BioEdit Sequence
Alignment Editor (v.7.0.9.1) software. Consensual sequences were used to construct a
phylogenetic dendrogram by the neighbor-joining method, using a matrix of genetic distances
established under the Kimura two-parameter model with 2000 bootstrap replications for branch
support using MEGA 6 computer package program (v.7.0.18) [24]. Recombinant strains
previously detected by the genotyping tool were subjected to plot similarity analysis using the
SimPlot program [25]. The nucleotide sequences obtained in this study were deposited into the
National Center for Biotechnology Information (GenBank: http://www.ncbi.nim.nih.gov/)

under the accession numbers MF101875-MF10195.

Statistical analysis

Bivariate analysis was initially performed. Fisher tests was conducted to compare
categorical variables between groups with presence or absence of diarrhea, as well as NoV
detection. T student tests for normal distribution data, and Mann Whitney tests for data without
a normal distribution were used to compare the continuous variables between these groups.

Classification and Regression Tree (CART) analysis and Fisher’s exact tests were used

to investigate the impact of norovirus co-pathogen combinations. Statistical analyses were
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performed using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) program, version 20 (IBM

Corp., USA). P-values of < 0.05 were considered statistically significant.

Results

Table 1 shows the characteristics of the studied population. There was no statistical
difference among the parameters analyzed (age, gender, breastfeeding and socio-economic
status) between the diarrhea cases and the healthy controls.

We detected an overall NoV prevalence of 45.2% (75/166). Among the NoV-positive
samples, 72% and 28% were from diarrhea cases and healthy controls, respectively (Table 2).
A trend towards higher viral load within diarrhea cases [74.4 x 10 + 2.8 + 10'° genome copies
(gc)/g feces in diarrhea cases vs 1.62 x 108 + 0.04 x 10%° gc/g feces in controls (P > 0.05)]. NoV
GIl was detected in 94.6% (71/75), while Gl was detected in 5.3% (4/75) of the positive
samples. Comparison analysis of NoV infection between different cities showed that Ouricuri
presented the highest number of NoV-positive samples (16.8%, 28/166), followed by Crato
(11.4%, 19/166), Cajazeiras (7.2% 12/166), Souza (6%, 10/166), Patos (2.4%, 4/166), and Picos
(1.2%, 2/166).

We successfully sequenced 25.3% (32/71) of the NoV GlI strains by PCR (ORF1-2
region, n=15) or nested-PCR (3’ ORF1, n=17). Based on the capsid region, the most dominant
genotype was GII.3 (53.3%, 8/15), followed by GIl.14 (20%, 3/15) and GIl.4 New
Orleans_2009 (13.3%, 2/15) (Fig 2A). Based on the polymerase region, the most frequent
genotypes were GII.P7 (46.8%, 15/32) and GII.P16 (40.6%, 13/32) (Fig 2B). However, no
specific genotype was significantly associated with diarrhea cases or healthy controls (P >
0.05). We identified high frequency of recombinant strains (80%, 12/15), which were classified
as GII.P16-GIl.3 (n = 8), GII.P7-GIl.14 (n = 3), and GII.P7-GIl.6 (n = 1). The temporal

distribution of NoV genotypes throughout the study period (April 2010 to March 2011)
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demonstrated that the GII.P16-GI1.3 recombinant strain was detected in both years in four
different months; circulation of GI1.P7-Gl11.14 and GII.P7-GII.6 strains were restricted to the
year of 2010, and GIl.4 New Orleans_2009 strain was detected in August and November of
2010. The recombination breakpoint for two of the three detected strains (GI1.P16-GlII.3,
GII.P7-Gl1.6) was analyzed via plot similarity (Figs 3A and B). For both strains, the
recombination breakpoint was located upstream of the ORF junction, corroborating results
obtained using the NoV genotyping tool and phylogenetic analysis.

In addition, nutritional parameters analyzed indicated that children infected with NoV
presented decreased anthropometric z-scores (WAZ, WHZ, and BAZ values) when compared
to non-infected children (P < 0.05) (Table 3). Interestingly, between all clinical features, only
the respiratory symptoms were significantly with NoV presence (P = 0.0096, OR = 3.276,
95% confidence interval [CI] = 1.33 to 8.048).

We found that 78.6% (59/75) of NoV-positive samples was co-infected with other
enteropathogens. The most prevalent pathogen detected was enteroaggregative E. coli (EAEC)
(44%, n = 33). Shigella was associated with NoV positivity (P =0.0199, OR = 3.0, 95% [CI] =
1.153 to 7.809), while EAEC was associated with the absence of NoV (P = 0.0050, OR = 2.463,
95% [CI] = 1.313 to 4.622) (Fig 4). Co-infections of NoV and other enteropathogens were also
investigated by CART analysis to determine the associations between specific combinations of
pathogens and diarrhea cases/healthy controls, and showed a significant association between
diarrhea cases and the concomitant presence of EAEC coupled with the absence of
Cryptosporidium and EHEC/STEC pathogens (Terminal Node 2) (*P =0.0167, OR = 4.8, 95%

[CI] = 1.100 to 1.838) (Fig. 5).
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Discussion

In the present study, NoV detection rates in diarrheal samples ranged from 1.2-16.8%
among the selected cities. Ouricuri (Pernambuco state), which showed the lowest human
development index among all study sites [26], demonstrated the highest NoV prevalence rate.
Previous studies showed high NoV infection rates in children affected with AGE in the northern
region of Brazil (about 35%) [27,28]. Similar prevalence rates were also observed in a
multicenter study, where mean NoV positivity from diarrheal stool specimens was found to be
23.5%, ranging from 7.1-32.8% across sites [10]. We found higher NoV loads in diarrheal
samples without statistically significant. Other studies have also observed a trend towards
higher NoV viral load in diarrheal samples [10,26]. Asymptomatic carriage of NoV strains has
been observed in children, although still generally underestimated. Our study identified a NoV
frequency of 28% in children without diarrhea. Subclinical NoV infection rates have been
shown to be within 17-30% in children in their second year of life in developing countries
[29,30,31].

The effects of malnutrition associated with severe NoV infection (induced weight loss,
diminished protective immunity resulting in serial re-infections, reduced antiviral antibody
responses and increased viral evolution) have been reported in both clinical and animal studies
[32,33]. Previous studies indicated an association between early childhood malnutrition and
NoV infection [10,29]. In our study, we found significant associations between NoV diagnosis
and lower anthropometric WAZ, WHZ, and BAZ, thus illustrating the importance of
investigating the NoV role in malnutrition. Among the study population, we observed a low
prevalence for exclusive breastfeeding (6.6%), which was associated with high rates of NoV
infection in some cities. Lima et al. [34] showed that breastfeeding plays a key role in

preventing diarrhea and malnutrition.
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We also explored extraintestinal symptoms in NoV-infected and healthy children. Our
data demonstrated that the only clinical symptom statistically associated with NoV infection
was respiratory disorders (P = 0.0096). In a study performed in Australia, Canada, and USA,
Hall et al. [35] found similar percentage of NoV-infected children (< 5 years) presenting
concomitant respiratory symptoms.

With regards to genetic characterization of NoV, the low frequency of NoV Gl observed
in our study is supported by previous studies that also showed low prevalence of this genogroup
when compared with that of GII [36,37]. The low circulation of GllI.4 observed in this study
was unexpected, since it is well known that Gl1.4 strains are major causes of AGE. However,
this genotype is generally linked with severe forms of the disease and outbreaks, and is the most
prevalent genotype reported in studies involving hospitalized children or AGE outbreaks
[5,38,39]. The only two GlI.4 strains detected in this study were collected in 2010, and were
classified as the New Orleans_2009 variant that circulated worldwide after 2009 [16,29,40,41].
This variant was first detected in the winter of 2009-2010 in the United States, and contributed
to the rising number of AGE cases and outbreaks [42].

Genetic recombination is a very common phenomenon in NoV evolution, and is
responsible for generating important changes to their genome to expand their diversity [43],
and recombinant genotypes has been reported worldwide [15,20, 44,45,46,47]. In this study,
the most prevalent recombinant strain was GI1.P16-Gl1.3, which was detected in late 2010 and
early 2011. In a previous study that investigated strains circulating in the northeastern region of
Brazil in children who sought medical attention, the presence of the NoV GII.3 strain was
reported [48]. Furthermore, in a surveillance study conducted in southeastern Brazil from 2003-
2004, GI1.3 was the second most frequently detected strain [49].

The polymerase genotype GII.P7 was the most frequent genotype found (46.8%) in this

study, and has been shown to be a major genotype in Brazil since its first detection in 2005
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[31,37]. This genotype was also described in a previous study that examined a rural community
in the northern region of Brazil from 2008-2010 [50]. This polymerase genotype manifests in
two different recombinant forms: GII.P7-GII.6 and GII.P7-Gll.14. The GII.P7-Gll.14 strain
was detected in samples collected in Ouricuri between June and July 2010. In 2004, this
recombinant form was detected in an AGE outbreak in southern Brazil [20].

The genotypes GlI.Pe and GII.2 were only detected in a single child each. GIl.Pe was
first detected in Australia in 2008 [45], and has since been associated with the capsid genotypes
Gll.2, GII.3, Gll.4, and GII.12 [40,51,52].

The interactions between NoV and other enteric pathogens have been studied in the past
few years. In a study conducted in Brazil and seven other countries from three continents
between 2009 and 2010, NoV was detected in 22.7% (1607/7077) of diarrheic fecal samples
from children, of which 77.7% were co-infected with other enteropathogens, the most common
were Campylobacter, EAEC and Giardia. However, symptomatic infection rates were
unaffected by co-infections with other pathogens [10]. In our study, we found similar results;
78.6% of NoV infections were coupled with at least one other enteropathogen. Similar to
previous findings by Rouhani’s et al. [10], the most prevalent co-pathogen was EAEC. In
another study conducted in northeast Brazil, prevalence of EAEC infection was significantly
dependent on nutritional status [53].

The correlation between high rates of undernutrition and EAEC co-infection may be
explained by the low-income status of the population studied, as well as the poor sanitary
conditions and difficult access to the health care system. In a study conducted in China, the
authors found that interactions between NoV and enteric bacteria require the presence of histo-
blood group antigens (HBGA\) in enteric bacteria [54]. HBGA was identified as a potential NoV
receptor or co-receptor, and therefore, glycans transported by different enteric bacteria play

important roles in enteric viral infections [55,56]. This may explain in part the co-occurrence
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or absence of specific bacteria with specific viruses. However, the mechanisms underlying this
phenomenon still need to be closely examined. This may be the key issue that can explain the
relationship between the presence/absence of NoV with other enteric pathogens.

Our study has several limitations. Samples collection was performed at different times
for each city. Therefore, NoV seasonality was not constant. In addition, more data on the dietary
profiles of the subjects could lead to a better understanding of the effect of nutritional status on
NoV infection. Moreover, the small sample size obtained from the initial population prevented
better assessments of key factors, such as clinical symptoms and coinfection.

In conclusion, this was the first study that evaluated NoV genetic diversity in a broad
epidemiologic study in children from the semiarid region of Brazil. Our data contributes to
better understanding of NoV epidemiology and its health impacts, as it highlights the great
genetic variability of this pathogen, and provides knowledge regarding its co-pathogens and

association with malnutrition.
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Fig 1: Brazilian semi-arid region. Six cities of Northeast, Brazil located: Cajazeiras (Paraiba state), Crato (Ceara
state), Ouricuri (Pernambuco state), Patos (Paraiba state), Picos (Piaui state) and Sousa (Paraiba state). Figure
modified from National Water Agency (ANA) / Ministry of Integration from Brazil (MI).
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Fig 2: (A) Phylogenetic tree analysis based on a portion of the polymerase gene. (B) Phylogenetic tree
analysis based on a portion of the capsid gene. Analysis was performed on 15 NoV genogroup Il RNA obtained
from children from Brazilian semi-arid region. Analysis was performed on 32 NoV genogroup Il RNA obtained
from children from Brazilian semiarid region. Samples of this study are marked with filled red diamonds. Bootstrap
values expressed as percentages of 1000 replicates are provided above each branch nodes and values lower than
60% are not shown.
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Fig 3: Simplot and Boostcan analyses of the recombinant Norovirus profiles detected NoV strains from
children from Brazilian semiarid region. (A) GIIP16/GI13: study strains used were RECODISA 770 (Query);
RECODISA 1311 (Blue line); RECODISA 1448 (Grey line) and reference strains AY502010 (Red line) and
JX846924 (Green line). (B) GIIP7/GII16: study strain used was RECODISA 1053 (Query) and reference strains
AB258331 (Green line); GI16/AB039778.1 (Yellow line). Vertical axis indicates nucleotide identities (%) between
query sequences (Brazilian semiarid strains) and reference strains. NoV parental strains are indicated by their
respectively Polymerase region-based genotypes (indicated by the letter P) or Capsid region-based genotypes.
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Fig 4: Pathogens detected in presence and absence NoV stools samples, 0-36 months. EAEC=
enteroaggregative Escherichia coli; EPEC= enteropathogenic E coli; ETEC= enterotoxigenic E coli; EHEC=
enterohemorrhagic E. coli; RV= Rotavirus; Crypto= Cryptosporidium; Campy= Campylobacter spp.; AstroV=
Astrovirus; SaV= Sapovirus; E. histoly= Entamoeba histolytic; AdenoV= Adenovirus; V. cholera= Vibrio cholera.
Pathogens present in less than 1% of stool samples are not shown. (**) P value= 0.0050 ODDR 2.463 IC 1.313 to
4.622 (*) P value=0.0199 ODDR 3.0 IC 1.153 to 7.809. Fisher’s exact test.
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Fig 5: Classification and Regression Tree analysis of coinfections in positive Nov samples (n=75). The
presence or absence of each pathogen between case and control groups is given inside each node. Terminal nodes
are indicated by the red boxes. The tree is hierarchical in nature. * P > 0.05. Significant association between cases

and presence of EAEC and absence of Cryptosporidium and EHEC/STEC pathogens (Terminal Node 2), *P =
0.0167, OR=4.238.
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Table 1: Characterization of children among cases and controls from Brazilian semiarid.

Parameters Total Case Control *P
n= 166 n=117 n=49 value

Sex

Male (%) 87 (52.4%) 61 (52.1%) 26 (53%) 1.00

Age

2<12m (%) 60 (36.1%) 41 (35%) 19 (38.7%) 0.723

>12 <24 m (%) 68 (40.9%) 52 (44.4%) 16 (32.6%) 0.170

> 24 <36 m (%) 38 (23%) 24 (20.6%) 14 (28.7%) 0.311

Breastfeeding Status

Exclusive breastfeeding (%) 11 (6.6%) 9 (7.7%) 2 (4%) 0.506

Mixed breastfeeding (%) 143 (86.1%) 98 (83.7%) 45 (92%) 0.221

No breastfeeding (%) 12 (7.2%) 10 (8.5%) 2 (4%) 0.512

Family monthly income (#

of minimum wages)

<2 132 (79.5%) 95 (81.2%) 37 (75.5%) 0.407

2<5 32 (19.3%) 21 (18%) 11 (22.4%) 0.522

No answer 2 (1.2%) 1 (0.8%) 1(2.1%) 0.504

“P values obtained from Mann-Whitney and Fisher’s exact tests (>0.05 significant).

Table 2: Prevalence of NoV and its genogroups among case and control children from

Brazilian semiarid.

Case Control Total *P value
Gl 5.5%(3/54) 4.7%(1/21) 2.4%(4/166) 1.0
Norovirus
positive Gl 94.4%(51/54) 95.2%(20/21) 42.7%(71/166) 0.86

Total  46.1%(54/117) 42.8%(21/49) 45.29%(75/166)  0.73

*P value obtained after Fisher’s exact test. Cases = children with diarrhea / Control = children without diarrhea.
GI = genogroup I / Gl = genogroup Il
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Table 3: Clinical characterization among positive and negative NoV samples from

children from Brazilian semiarid.

Parameters Total NoV Positive NoV Negative *P value
n= 166 n=75 n=91

Anthropometrics measures

HAZ! (mean * SD) -0.632+1.535 -0.636+1.372 -0.629 +1.665 0.798
WAZ? (mean + SD) 0.229+1.198 0.015+1.151 0.407+1.214 0.034
WHZ3 (mean + SD) 0.802+1.459 0.511+1.426 1.044+1449 0.033
BAZ* (mean + SD) 0.855+1.535 0.546+1.531 1.111+1498 0.033
Weight (kg; mean + SD)  10.45+2.658  10.15+2.566 10.68+2.729  0.238
Diarrhea

Days of duration of

diarrhea (Mean + SD) 4.36 + 2.461 4.02+1.838 4.67+2.885 0.156
Number of evacuations

oer day (Mean + SD) 453 +1.029 452+1.005 4.54+1.058 0.511
Mucus in stool 10 (6%) 6 (8%) 4 (4.4%) 0.3498
Symptoms

Fever (>37.3 °C) (%) 48 (28.9%) 22 (29.3%) 26 (28.5%) 1.00
Abdominal pain (%) 21 (12.6%) 9 (12%) 12 (13.1%) 1.00
\Vomiting (%) 40 (24%) 17 (22.6%) 23 (25.2%) 0.7193
Dehydration (%) 51 (30.7%) 18 (24%) 33 (36.2%) 0.0944
Respiratory Sympt (%) 26 (15.6%) 18 (24%) 8 (8.8%) 0.0096
Behavioral Signs

Unquietly (%) 46 (27.7%) 19 (25.3%) 27 (29.6%) 0.6027
Weakness (%) 23 (13.8%) 12 (16%) 11 (12%) 0.5046

! Height-for-age z-scores (HAZ), 2 weight-for-age z-scores (WAZ), ® weight-for-height z score (WHZ) and * BMI-

for-age z-scores (BAZ). Values with statistical significance are highlighted in bold. After T student test.



