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RESUMO  

  

A infecção por Norovirus (NoV) é um importante problema de saúde pública 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 crianças no 

semiárido brasileiro e suas associações como o estado clínico/nutricional e 

coinfecções. O estudo caso-controle foi realizado em seis diferentes cidades com 

crianças de 2-36 meses de idade durante o período de abril de 2010 a março de 2011. 

Foram considerados casos, as crianças que tiveram pelo menos um episódio de 

diarréia nos últimos 14 dias. A detecção e quantificação de NoV foram realizadas por 

RT-qPCR, seguidas de análises moleculares e filogenéticas. A taxa de detecção de 

NoV foi de 45,2% (75/166) e variou de 8% a 77,7% entre as cidades avaliadas. Um 

menor índice de escores z foi associado a presença de NoV, em peso por idade – 

WAZ (P = 0,034), peso por altura – WHZ (P= 0,033) e índice de massa corporal por 

idade – BAZ (P = 0,033). Além disso, a infecção por NoV foi associada à sintomas 

respiratórios mais freqüentes (P = 0,0096). GII.P7 (genótipo da polimerase) e GII.3 

(genótipo do capsídeo) foram os genótipos de NoV mais freqüentes, e a análise da 

junção de ORF 1-2 identificou cepas recombinantes de NoV em 80% (12/15) das 

amostras sequenciadas. No que diz respeito às co-infecções, observou-se que as 

infecções por Escherichia coli enteroagregativa (P = 0,0046) foram mais frequentes 

na ausência de NoV, enquanto que na presença de Shigella observou-se  uma 

correlação positiva com NoV (P = 0,0199). Entre os casos positivos para NoV, os 

episódios diarréicos foram associados à presença de E. coli enteroagregativa e 

ausência simultânea de Cryptosporidium e E. coli produtora de shiga toxina (P = 

0,0167). O presente estudo demonstrou alta variabilidade genética de NoV circulantes 

no semiárido brasileiro e ressalta seu papel em relação a avaliação do estado 

nutricional infantil e coinfecções, contribuindo assim para uma melhor compreensão 

do seu impacto no desenvolvimento infantil e da sua epidemiologia. 

 

Palavras-chave: Norovírus. Variabilidade genética. Recombinação. Diarreia. 

Pediatria. Estado nutricional. Região do semiárido 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-qPCR, 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 GII.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 INTRODUÇÃO 

 

A doença diarreica é caracterizada por um deslocamento alterado de íons 

e água que seguem um gradiente osmótico, e pode ocorrer por meio de 

transportadores ou regulados por estreitas junções nos espaços laterais entre as 

células intestinais. Uma das causas comuns dessas alterações de deslocamento são 

as infecções ocasionadas por patógenos entéricos, que geram um desequilíbrio 

hidroeletrolítico podendo levar à doença diarreica (HODGES et al., 2010). Segundo a 

Organização Mundial de Saúde (OMS), a diarreia é definida como três ou mais 

evacuações líquidas ou semilíquidas em um período de 24 horas, ou mais evacuações 

do que o normal para cada indivíduo no mesmo período de tempo (WHO, 2013).  

Em países em desenvolvimento, a ocorrência de casos de diarreia é mais 

preocupante, estima-se a ocorrência anual de 2,5 milhões de morte em crianças 

menores de cinco anos (BHUTTA et al., 2014). Sistemas de saneamento básico 

precário ou mesmo inexistente, desnutrição infantil e a carência em parâmetros de 

higiene básica são alguns dos fatores que contribuem para os altos índices de 

mortalidade e morbidade nesses locais (KOSEK et al., 2003). 

Os vírus são importantes agentes etiológicos das doenças diarreicas, 

dentre eles, os mais relevantes são o rotavírus (RV), norovírus (NoV), astrovírus 

(AstV) e adenovírus entéricos (AdV) (GREEN et al., 2007, SANTOS et al., 2008). O 

NoV é responsável por mais de 90% dos surtos de gastroenterite viral aguda (GA) e 

cerca de 200.000 mortes por ano em todo o mundo, sendo a maioria em crianças de 

países em desenvolvimento (PATEL et al., 2008, LANATA et al., 2013).  

Do ponto de vista clínico, as diarreias causadas por vírus dificilmente 

podem ser distinguidas daquelas causadas por bactérias, produzindo geralmente um 

processo autolimitado de diarreia e vômito, com duração aproximada de 1 a 7 dias 

(WILHELMI et al., 2003).  

Doenças diarreicas frequentes podem acarretar o desenvolvimento de 

déficits físicos e cognitivos ainda na infância, além de predispor a doenças crônicas 

na vida adulta (GUERRANT et al., 2001 e 2013; THIELMAN et al., 2004). Nos últimos 

anos, algumas medidas, como a terapia de reidratação oral, a implementação da 

vacina contra RV e o investimento em saneamento básico, reduziram pela metade a 

mortalidade por diarreia, porém essa redução tem sido variável em diferentes regiões 
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do mundo (GALE et al., 2016). Não obstante tais melhorias, os números de morbidade 

das doenças diarreicas ainda permanecem bastante elevados (BARTELT et al., 2013). 

Entre as regiões do Brasil, a prevalência e os índices de mortalidade por 

diarreias são bastante diversos. A região Nordeste possui um dos maiores indicadores 

de doenças diarreicas do país, principalmente por fatores como a falha na distribuição 

de saneamento básico, o baixo poder aquisitivo e o nível educacional dos pais e 

responsáveis nessa região (LIMA et al., 1992; MENDES et al., 2013). Nos últimos 

anos, foi relatada uma queda nos índices de mortalidade por doenças diarreicas na 

região Nordeste. No estado do Ceará, por exemplo, estes índices diminuíram de 102 

mortes a cada 1000 nascimentos, em 1986, para 25 mortes a cada 1000 nascimentos, 

em 2006 (MACHADO et al., 2011); porém esse índice ainda é bastante superior ao 

valor aceitável pela OMS, que é de 10 mortes a cada 1000 nascimentos (WHO, 2013).  

Estudo multicêntricos já foi realizado em países em desenvolvimento com 

o objetivo de revelar a etiologia das doenças 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 países da Ásia, África e 

América do Sul, e acompanhou crianças 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 crianças, tendo encontrado como patógenos mais prevalentes NoV 

GII (genogrupo II), RV, Campylobacter sp., AstV e Cryptosporidium sp. associados a 

doenças diarreicas no primeiro ano de vida. No segundo ano de vida, os patógenos 

mais prevalentes foram Campylobacter spp., NoV GII, RV, AstV e Shigella sp. 

(PLATTS-MILLS et al., 2015). 

No Brasil, vários estudos têm sido realizados sobre a epidemiologia 

molecular do NoV a partir de crianças 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 região do 

Nordeste brasileiro, foi escolhida por possuir um dos maiores indicadores de doenças 

diarreicas do país, principalmente por fatores que incluíram a falta de saneamento 

básico, o baixo poder aquisitivo das famílias nessa região e o baixo nível educacional 

dos pais (LIMA et al., 1992; MENDES et al., 2013). 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Norovírus 

 

2.1.1 Histórico 

 

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 identificação do patógeno foi realizada por 

imunomicroscopia eletrônica (IME), em amostras de fezes e soro de um dos 

voluntários, que foram infectados via oral com filtrado de fezes proveniente de um 

adulto acometido no referido surto. Observou-se diversas partículas não envelopadas 

com diâmetro de 27 nm (Figura 1), semelhantes aos Rinovírus. O agente foi então 

denominado “Norwalk”, devido ao local onde foi registrado o primeiro surto e as 

partículas semelhantes identificadas posteriormente, foram denominadas “Norwalk 

like virus” (KAPIKIAN et al., 1972). 

Figura 1 – Microscopia eletrônica de partículas de Norovírus oriundas de sobrenadante de enterócitos 
humanos infectados. Fonte: ettayebi et al. (2016). 

 

Somente alguns anos depois, os “Norwalk virus” foram incluídos aos 

membros da família Caliciviridae por serem muito semelhantes a eles, além disso, o 

desenvolvimento de técnicas mais sensíveis foram fundamentais para a detecção 
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deste agente, como os ensaios imunoenzimáticos (EIE) e a reação em cadeia da 

polimerase precedida de transcrição reversa (RT-PCR) (JIANG et al., 1990 e 1993). 

Atualmente, o NoV pertence ao gênero Norovirus membro da família 

Caliciviridae que é formada pelos gêneros: Norovirus, Sapovirus, Nebovirus, Vesivirus 

e Lagovirus (ICTV, 2016), além de cinco novos gêneros recentemente propostos - 

Bavovirus, Nacovirus, Recovirus, Valovirus, e Secalivirus (OKA et al., 2015). Os 

Norovirus e Sapovirus são vírus conhecidamente patogênicos para os humanos, 

entretanto, também possuem algumas variantes que infectam animais como bovinos, 

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

 

2.1.2 Epidemiologia 

 

Diversos estudos, em nível mundial, apontam a importância da vigilância 

de casos de infecção por NoV em casos esporádicos na comunidade. Em pesquisa 

conduzida na China, verificou-se prevalência de 28,5% de casos de NoV em crianças 

menores de cinco anos atendidas em unidades de atendimento ambulatorial (TAN et 

al., 2015). Na Nicarágua, em 2014, verificou-se um elevado número de casos de GA 

por NoV e SaV após a implementação da vacina contra RV (BUCARDO et al., 2014). 

Estima-se que somente nos EUA este vírus seja o responsável por 21 milhões de 

casos de GA todos os anos, culminado em mais de 70 mil hospitalizações e cerca de 

800 mortes (HALL et al., 2012). Estudo de revisão e meta-análise analisando 175 

artigos publicados no período de 2008-2014 revelou que prevalência média dos NoV 

no mundo está em torno de 18% (AHMED et al., 2014). 

Estudo multicêntrico realizado em países em desenvolvimento, com 

crianças até 2 anos de idade, revelou que 89% destas apresentaram pelo menos uma 

infecção por NoV antes do segundo ano de vida (ROUHANI et al., 2016). Talal e 

colaboradores (2000) descreveram taxas de até 71% de soro-prevalência de NoV 

nessas mesmas amostras, em um estudo retrospectivo.   

No Brasil, SÁ e colaboradores (2015) determinaram por meio de análises 

moleculares a prevalência de genótipos de NoV e RVA, além do perfil epidemiológico, 

de crianças até 10 anos que necessitaram de atendimento médico de emergência por 

diarreia infecciosa na cidade de Fortaleza, CE, revelando 17% de NoV e 12% de RVA, 

além do aparecimento de três casos de um genótipo de NoV GII ainda desconhecido, 

reforçando a importância de monitorização de novos casos de NoV e seus impactos 
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nos casos de diarreia infecciosa.  Anteriormente, já havia sido realizado um estudo 

coorte com crianças provenientes de comunidades carentes e crianças hospitalizadas 

com diarreia recorrente, nessa mesma cidade, onde foi observada uma diversidade 

genômica dos NoV encontrados em casos esporádicos (PARKS et al., 1999).  

 

2.1.3  Genoma viral 

 

NoV possui RNA de cadeia simples, polaridade positiva, de 

aproximadamente 7,5 kb, organizado em três regiões de leitura aberta (RLA ou ORFs, 

do inglês, Open Read Frames) (Figura 2). A primeira região, chamada ORF1, está 

situada na extremidade 5‘, representa cerca de dois terços do genoma e codifica 

proteínas não estruturais incluindo RNA-polimerase dependente de RNA (RdRp), 

enquanto que a ORF2 e a ORF3 codificam a principal proteína do capsídeo (VP1) e 

uma proteína estrutural menor (VP2), respectivamente. O capsídeo viral é composto 

principalmente pela proteína VP1 e algumas unidades da proteína VP2. 

Figura 2 – Ilustração da estrutura do genoma dos Norovírus. Fonte: Adaptado de lopman et al. (2015). 
O genoma do RNA dos NoV consiste em três regiões de leituras abertas (RLA): RLA 1, codifica seis 
proteínas não estruturais incluindo a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp); RLA 2 codifica a 
principal proteína do capsideo (VP1) que determina a antigenicidade do vírus e consiste em um domínio 
de shell (S) localizado na base do capsideo e um domínio proeminente (P), que é subdividido em P1 e 
P2; e RLA 3 que codifica a menor proteína do capsideo (VP2), que promove estabilidade a molécula. 
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As partículas de NoV não são envelopadas e possuem um nucleocapsídeo 

com tamanho de aproximadamente 30 nanômetros (nm) de diâmetro (GLASS et al., 

2000, GREEN et al., 2013).  

A proteína VP1 é a mais predominante do capsídeo viral, sendo a 

montagem deste independente de RNA ou mesmo da proteína VP2. VP1 localiza-se 

na região ORF2 e é composta pelos domínios shell (S) e protruding (P) (PRASAD et 

al., 1999, VONGPUNSAWAD et al., 2013). O domínio S é a estrutura que circunda o 

RNA e confere a morfologia icosaédrica ao vírion, sendo considerada a região mais 

conservada da proteína. O domínio P se projeta e forma as protuberâncias em forma 

de cálice, característica esta que gerou a denominação de família Caliciviridae. Este 

domínio P é subdividido ainda em subdomínios, P1 e P2, sendo a região P1 mais 

conservada (PRASAD et al., 1999, BERTOLOTTI-CIARLET et al., 2003, GREEN et 

al., 2007). O subdomínio P2, por sua condição mais variável, parece estar envolvido 

na interação patógeno-hospedeiro, pois algumas cepas variantes de NoV são capazes 

de se ligar à antígenos do grupo sanguíneo humano, estando envolvidos na 

susceptibilidade e resistência à infecção por estes agentes (MATSUI et al., 2000, 

GLASS et al., 2009, LI et al., 2012).  

A região da ORF3 é composta pela menor das proteínas estruturais, a VP2, 

sabe-se que sua presença aumenta a eficiência da expressão de VP1, bem como a 

estabilidade das partículas produzidas (VONGPUNSAWAD et al., 2013). Embora 

encontrado em NoV purificados a partir de fezes de voluntários infectados, a VP2 não 

é essencial para a formação de partículas like-virus (VLPs) (BERTOLOTTI-CIARLET 

et al., 2002). Além disso, sabe-se também do seu envolvimento no processo de 

montagem do vírus durante o final da replicação (GLASS et al., 2000; SOSNOVTSEV 

et al., 2005). 

A proteína VPg, apesar de estar presente na estrutura do vírion ligada 

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

viral (SOSNOVTSEV et al., 2000, GREEN et al., 2013). 

Os NoV são classificados em genogrupos e genótipos, com base no 

agrupamento filogenético da sequência completa de aminoácidos da região do VP1 

(ORF2). As cepas de NoV são classificadas em sete genogrupos (GI - GVII), e mais 

de 40 genótipos, dos quais, aqueles pertencentes ao GI, GII e GIV, são conhecidos 

por infectar humanos (Figura 3) (GREEN & HOA TRAN & KRONEMAN et al., 2013). 
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Figura 3 – Classificação de Norovírus em 7 genogrupos (GI-GVII), com base na sequência completa 

de aminoácidos da proteína do capsídeo - VP1. Fonte: Adaptado de vinjé et al., (2015). 
 

Diversas regiões alvo do genoma viral de NoV tem sido utilizadas para a 

sua caracterização molecular: A, B, C, D e E. NoV está em constante evolução por 

mutação pontual e recombinação genética. A alta freqüência de recombinação entre 

diferentes genótipos, mais comumente próximos à junção RLA 1-2, levou a uma 

recomendação para ambas as regiões de genotipagem (BULL et al., 2007; 

KRONEMAN et al., 2013).  

 

2.1.4  Variabilidade genética e Recombinação  

 

Os NoV tem demonstrado, ao longo dos anos, possuírem uma grande 

variabilidade genética, provavelmente como resultado de processos adaptativos para 

manter-se no ambiente. Enquanto GII aparece como o genogrupo responsável pelo 

maior número de casos de surtos em humanos, o GI tem sido mais prevalente em 

contaminações ambientais (BON et al., 2005). 

O genótipo GII.4 ainda é, atualmente, o maior responsável pelos casos de 
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GA por NoV, sendo identificado em 55-85% do total de casos registrados nos sistemas 

de saúde (RAMANI et al., 2014). Desde meados da década de 1990, as variantes da 

linhagem GII.4 causaram 62 a 80% dos surtos de NoV globalmente (SIEBENGA et al., 

2009; DONALDSON et al., 2010). Além disso, seis variantes distintas de GII.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 várias 

variantes GII.4 sazonais, incluindo Henry 2001, Japão 2001, Ásia 2003 e Apeldoorn 

2008; no entanto, estes variantes foram associados a epidemias localizadas, em vez 

de uma pandemia global. Uma nova variante de GII.4 surge, a cada dois ou três anos, 

aumentando expressivamente a incidência de infecções por NoV (LOPMAN et al., 

2015).  

A recombinação de NoV humanos é frequentemente observada, além de 

ser um mecanismo importante pelo qual a diversidade genética é gerada (Figura 4). 

Eventos de recombinação constituem uma das mais importantes ferramentas de 

evolução dos vírus de RNA, tal como os NoV. A recombinação pode afetar a 

classificação filogenética, levar ao aumento da virulência das cepas virais e também 

dificultar o desenvolvimento de vacinas (BULL et al., 2007). Alguns autores sugerem 

que mutações aleatórias devem ter um impacto positivo na evolução do vírus e que 

pacientes imunocomprometidos podem funcionar como reservatórios para o 

surgimento de novas linhagens de NoV (VEGA et al., 2014). 
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Figura 4 – Mecanismos de evolução do Norovírus. (a) A variação antigênica ocorre no domínio P do 

capsídeo do NoV. Um dímero do domínio P, com os sítios antigênicos A, D e E (verde), é demonstrado 
ligado aos antígenos do grupo histo-blood (HBGAs, vermelho), que são fatores de ligação da célula 
hospedeira para os NoV. O surgimento de novas variantes antigênicas de NoV é conduzido por deriva 
antigênica, que permite a evasão imune (via esquerda), ou por heterogeneidade na expressão de 
HBGAs na população humana (via direta). (b) A recombinação de NoV pode ocorrer por um mecanismo 
simples. O RNA viral genômico RNA (+) é transcrito em intermediários RNA (-) que fornecem modelos 
para a transcrição de síntese de RNA genômica e subgenômica (+). A recombinação ocorre quando a 
RNA-polimerase RNA-dependente (RdRp) inicia a síntese de RNA (+) no promotor (triângulo preto), 
localizado na porção 3’ de um RNA (-) mas depois muda o modelo para um promotor subgenômico 
(triângulo rosa) do RNA (-) de um vírus co-infectante. (c) Após a recombinação, uma cepa de vírus 

recombinante é produzida com um RNA viral que possui uma nova combinação de ORF1 e ORF2-
ORF3. Fonte: Adaptado de graaf et al., (2016). 
 

2.1.5 Replicação Viral 

A estratégia de replicação dos NoV ainda não está totalmente esclarecida, 

mas sabe-se que o melhor conhecimento deste sistema permitirá a avaliação do vírus, 

atualmente detectado por métodos moleculares, quanto a sua infecciosidade, e risco 

potencial à saúde humana (ETTAYEBI et al., 2016). 

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

hospedeiras envolve ligação a carboidratos, sobretudo do tipo HBGA (histo-blood 

group antigens), que estão presentes na superfície celular de mucosas do corpo 
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humano (DONALDSON et al., 2010; RUVOËN-CLOUET et al., 2013). O crescimento 

de HuNoVs ocorre em todos os segmentos do intestino delgado detectados por 

replicação de RNA, indicando que enterócitos são o alvo principal para infecção e 

replicação (ETTAYEBI et al., 2016). 

Inicialmente (Figura 5), a partícula viral interage com a célula hospedeira 

ligando-se a receptores vírus-específicos (HBGA) e permitindo a sua entrada no 

citoplasma celular. Em seguida, o genoma viral é liberado e inicia-se a tradução do 

RNA (mecanismo que envolve a VPg). A ORF 1 é então traduzida para produzir uma 

poliproteína não-estrutural. A tradução é mediada pelos fatores de tradução do 

hospedeiro que são recrutados pela proteína VPg não estrutural, que se liga 

covalentemente ao 5' do genoma. A poliproteína codificada por ORF1 é clivada pós-

tradução, pela protease codificada por vírus, Pro, em proteínas individuais: p48, 

NTPase, p22, VPg, Pro e RNA-dependente RNA polimerase (RdRp). Ocorre uma 

interação com as proteínas celulares para dar origem a uma fita simples de RNA de 

polaridade negativa a partir da “fita molde”, formando então um RNA de fita dupla, a 

qual é então transcrita para dar origem a novas fitas simples de RNA, sense positivo 

e ao RNA subgenômico do NoV (mRNA). Os RNA subgenômicos (+) contêm apenas 

ORF2 e ORF3 e são utilizados para a produção de VP1 e VP2. Os processos 

seguintes, de montagem e saída de novas partículas virais, ainda são pouco 

conhecidos, embora evidências apontem que a apoptose e lise celular sejam 

mecanismos frequentes de liberação dos vírus (GREEN, 2007; THORNE et al., 2014; 

DE GRAAF et al., 2016).  

Estudos demonstraram que todos os genótipos de NoV ligam-se aos 

HBGAs encontrados na superfície de células da saliva e da mucosa intestinal de 

indivíduos denominados secretores, salvo algumas exceções (KATO et al, 2015). Os 

indivíduos são classificados como secretores e não secretores conforme a expressão 

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 infecção com a maioria dos HuNoVs. Isso faz, em teoria, com que 

os indivíduos não secretores tenham menor chance de serem infectados por NoV do 

que os secretores. Entretanto, existem controvérsias sobre a influência do grupo 

sanguíneo na susceptibilidade à infecção ou no desenvolvimento da doença 

sintomática por NoV (ETTAYEBI et al., 2016). 
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Figura 5 – A composição e o ciclo de vida dos Norovírus humanos. Etapas: (1) O cápsideo anexa-se à 
superfície celular através das interações entre VP1 e os antígenos do grupo HBGAs; (2) internalização; 
(3) desmontagem; (4) O RNA (+) é então transcrito e traduzido no citoplasma da célula hospedeira; (5) 
A poliproteína codificada por ORF1 é clivada pós-tradução;  (6) Replicação de novos RNA genômicos 
e subgenômicos (+), respectivamente; (7) encapsulamento; (8) liberação de novos vírions. Fonte: 
Adaptado de graaf et al., (2016). 
 

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

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

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

de vômito também já foi reportada (CHADWICK et al., 1994, MARKS et al., 2003; 

O‘NEILL et al., 2005, LOPMAN et al., 2011). Os NoV são ácido-resistentes, o que se 

reflete na sua estabilidade ao passarem pelo estômago e permanecerem infecciosos 

ao chegarem às vilosidades intestinais (GREEN et al., 2007).  
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A infecção por NoV tem geralmente um período de incubação de 24-48h e 

é caracterizada por aparecimento agudo de náuseas, vómitos, dor abdominal e 

diarreia sanguinolenta. Os sintomas clínicos tendem a durar de dois a três dias 

(ROCKX et al., 2002, GLASS et al., 2009). Outra característica notável do NoV é o 

elevado número de infecções assintomáticas (ROUHANI et al., 2016; O'RYAN et al., 

2017), cerca de 30% das infecções por NoV são assintomáticas, mas esses indivíduos 

são capazes de transmitir o vírus, embora com títulos mais baixos que os sintomáticos 

(HALL et al., 2011).  

Apesar da GA causada pelos NoV ser geralmente de intensidade média, a 

doença grave pode levar pacientes imunocomprometidos ou subnutridos ao óbito por 

causa da desidratação, que acomete principalmente crianças menores de cinco anos 

de idade e idosos maiores de 65 anos (SIMON & TSUGAWA et al., 2006; HARRIS et 

al., 2008). O sítio de replicação de HuNoVs em indivíduos imunocomprometidos é 

desconhecido, embora tenham sido observadas alterações histológicas em biópsias 

de voluntários infectados com o NoV (AGUS et al., 1973) e o antígeno foi detectado 

no duodeno, jejuno e em menor grau em enterócitos ileais de porcos infectados com 

um GII.4 HuNoV (CHEETHAM et al., 2006). 

Os NoV são altamente infecciosos, devido à combinação de baixa dose 

infectante (DI 50 < 20 partículas virais), alto nível de excreção viral (108 a 1010 cópias 

de RNA por grama de fezes) e excreção prolongada mesmo após recuperação clínica 

(LEE et al., 2007; TU et al., 2008).  

Devido à dificuldade no estabelecimento de um sistema rotineiro de cultura 

de células para a replicação dos NoV humanos (HuNoV), a maioria dos dados obtidos 

se referem a estudos realizados com NoV murinos (MuNoV), que são cultiváveis, 

utilizados principalmente para obter-se informações quanto as características 

biológicas e propriedades de inativação do vírus (DUIZER et al., 2004; STRAUB et al., 

2007). Porém, alguns estudos demonstraram que os MuNoV não são as variantes 

mais resistentes à inativação (PARK et al., 2006; WANG et al., 2012). Somente no 

último ano, a cultura celular e replicação de NoV humanos em enteróideos derivados 

de células-tronco foi possível. Este sistema de cultura, recapitula o epitélio intestinal 

humano e permitirá estudos de hospedeiro-patógeno, de patógenos previamente não 

cultiváveis, além da avaliação de métodos para prevenir e tratar infecções por HuNoV 

(ETTAYEBI et al., 2016). 
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2.1.6 Diagnóstico 

 

A dificuldade na cultura do modelo celular de NoV humanos por muitos 

anos dificultou o seu diagnóstico laboratorial, uma vez que o único método inicialmente 

disponível era a IME (requer profissionais qualificados, apresenta sensibilidade baixa, 

e custo elevado) (VINJÉ et al., 2015). No início dos anos 90, após estudos de 

clonagem e sequenciamento do genoma do vírus (JIANG et al., 1990), o NoV pode 

ser detectado em vômitos, swab retal e fezes, sendo esta última a amostra geralmente 

escolhida, por conter grande quantidade de partículas virais (VINJÉ et al., 2015). O 

aumento expressivo no número de casos impulsionou o desenvolvimento de testes 

mais rápidos e eficientes para a detecção deste vírus como os ensaios imuno-

enzimáticos (EIE) que apresentaram valores de sensibilidade próximos a 70%, com 

especificidade superior a 90%, sendo alternativas confiáveis para o diagnóstico 

rápido, principalmente em períodos de surtos. A dificuldade em desenvolver um EIE 

mais sensível está relacionada a grande variabilidade antigênica dos NoV (VINJÉ et 

al., 2015). Testes imunocromatográficos 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 genótipo envolvido nos casos (AMBERT-BALAY et al., 2013). 

O PCR em Tempo Real (Reação em Cadeia da Polimerase) é atualmente 

o método mais utilizado para diagnóstico 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 rápidas; menor quantidade de RNA nas 

reações de RT-PCR; e eliminam a manipulação do produto pós-PCR, reduzindo 

contaminações (VINJÉ et al., 2003).  O sequenciamento dos NoV tem auxiliado nas 

investigações epidemiológicas, relacionando casos clínicos para determinação de 

fonte comum e para diferenciação de surtos que podem estar erroneamente 

relacionados (VINJÉ et al., 2003).  

 

2.1.7 Tratamento  

 

Esforços para desenvolver antivirais que tenham como alvo os estágios 

específicos do ciclo de replicação dos NoV estão em curso, mas a sua segurança e 
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eficácia clínica não foi ainda estabelecida (ROCHA-PEREIRA et al., 2010, KIM et al., 

2011, KANKANAMALAGE & VASHIST et al., 2015). Replicons de HuNoV, são 

moléculas de RNA com a capacidade de auto replicação e constituem valiosas 

ferramentas para o estudo dos efeitos de drogas antivirais (THORNE et al., 2016).  

O antiparasitário de amplo espectro Annita® (Nitazoxanida) é por muitas 

vezes utilizado para atenuar os sintomas das gastrenterites causadas por RV e NoV, 

propiciando uma redução do período sintomático da doença (ROSSIGNOL et al., 

2006), embora seu uso não seja consenso. Porém, o mais comum é o tratamento 

diretamente relacionado aos sintomas apresentados, se fazendo necessário a terapia 

de reidratação, oral ou endovenosa, conforme a gravidade da desidratação (CDC, 

2012). Medidas básicas de higiene e saneamento ainda são as ferramentas mais 

eficazes na diminuição da contaminação, no caso dos patógenos entéricos 

(BARCLAY et al., 2014). 

 

2.1.8 Controle de infecções 

 

O NoV permanece infeccioso por até 28 dias em condições ambientais mas 

pode ser inativado pelo calor (63ºC por 30 minutos ou de 70ºC por 2 minutos - 

temperaturas geralmente utilizadas para a pasteurização de laticínios) e ainda por 

radiação ultravioleta (UV). Anteriormente, acreditava-se que as partículas virais 

seriam resistentes ao tratamento com cloro em concentrações inferiores a 300 mg/L 

(DUIZER et al., 2004). No entanto, estudo mais recente, demonstrou que o tratamento 

com cloro na concentração de 189 mg/L foi eficiente na inativação do vírus 

(KINGSLEY et al., 2014). Entretanto, a quantidade preconizada pela portaria nº 2914 

de 2011 do Ministério da Saúde (MS) recomenda que o teor residual de cloro na água 

seja entre 0,2 mg/L e 2 mg/L, concentração insuficiente para inativar partículas de NoV 

em caso de contaminação (MS/BRASIL, 2011). 

A incapacidade prévia de cultivar HuNoVs prejudicou o desenvolvimento de 

estratégias para controlar e prevenir a infecção por HuNoV e determinação da eficácia 

dos métodos existentes para inativar o vírus para prevenir a transmissão em vários 

ambientes, inclusive em alimentos ou em superfícies contaminadas. A persistência de 

NoV no meio ambiente, alta transmissibilidade e o problema da infecção crônica de 

indivíduos imunocomprometidos documentam a necessidade de tratamento antiviral 

e profilaxia de infecções 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 opção para a sua efetiva prevenção, no entanto, fatores como 

a alta variabilidade dos vírus, a ausência de um modelo de cultivo para a replicação 

em grande escala e evidências de imunidade protetora de média a curta duração, 

dificultam a produção de uma vacina imunogênica e eficaz. Estudos vêm sendo 

constantemente realizados, entretanto, ainda não existe, até o momento, nenhuma 

vacina licenciada para uso (GREEN et al., 2013, DEBBINK et al., 2014). 

Um dos estudos precursores neste tópico foi o desenvolvido por Guerrero 

et al. (2001), no qual foram utilizados camundongos BALB/c para avaliar a resposta 

imune sistêmica e de mucosas provocada após a inoculação oral e intranasal de 

partículas similares a vírus (virus like particles - VLPs) recombinantes de NoV. Os 

resultados deste estudo apontaram as VLPs como forte candidatas à gerar 

futuramente uma vacina contra o vírus. Pesquisas realizadas subsequentemente 

propuseram a utilização da partícula P de NoV que é altamente imunogênica, estável 

e produzida facilmente pela E. coli. Essa seria uma vacina quimérica, que poderia ser 

utilizada para NoV e RV simultaneamente (TAN et al., 2011). Outro estudo, sugere 

uma formulação de VLPs de NoV e proteína VP6 de RV, que poderia ser também uma 

ferramenta útil de imunização dupla para crianças. Os testes em camundongos 

demonstraram boa resposta imune, incluindo proteção cruzada para genótipos não 

contidos na formulação (BLAZEVIC et al., 2011).  

Um dos estudos mais promissores no que diz respeito à imunização foi o 

conduzido por Ramirez et al. (2012), no qual foram utilizadas formulações à base de 

VLPs administradas por via intranasal em camundongos para demonstrar a resposta 

antígeno-específica e a produção de anticorpos do tipo IgA ou IgG. Os avanços estão 

surgindo e é provável logo em breve seja lançada a primeira vacina comercial contra 

NoV, apesar dos desafios. Estima-se que uma vacina com 50% de eficácia e uma 

proteção com duração de 12 meses contra a GA poderia economizar nos EUA cerca 

de US$ 2,1 bilhões (BARTSCH et al., 2012). 
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3     OBJETIVOS 

  

3.1 Objetivo Geral  

 

Pesquisar a ocorrência de NoV em crianças com e sem diarreia residentes 

entre abril de 2010 e março de 2011 no semiárido da Região Nordeste do Brasil. 

 

3.2 Objetivos Específicos  

 

a) Detectar e genotipar as cepas circulantes de NoV no peíodo estudado, 

tanto nos casos como nos controles. 

b) Verificar casos de coinfecção de NoV com outros enteropatógenos; 

c) Investigar associações dos genótipos encontrados com severidade dos 

sintomas do quadro diarreico (diarreia, vômitos, dor abdominal, náuseas);  

d) Avaliar o impacto das infecções por NoV na saúde infantil (estado 

nutricional);  
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4      MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Considerações éticas  

 

 Esse estudo constitui um dos objetivos do projeto de pesquisa intitulado 

Rede de Ovino Caprino Cultura e Diarreia Infantil no Semiárido Brasileiro  

(RECODISA) como parte do subprojeto - 1 denominado “Estudo da etiologia da 

diarreia infantil em crianças provenientes da comunidade urbana em Fortaleza, CE, 

Brasil, e do Semiárido Brasileiro”, que foi aprovado com recomendações pela 

Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP) – Reg nº. 12729 em 14 de julho 

de 2006 e recebeu parecer favorável do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Federal do Ceará (COMEPE/UFC) em 22 de setembro de 2006, após atendimento 

das recomendações 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, ofício no. 338/09, protocolo COMEPE no. 238/05 em 20 

de novembro de 2009 (Anexo C). O consentimento informado por escrito foi assinado 

pelos pais ou responsáveis das crianças durante a coleta de espécimes fecais. 

 

4.1.2 Coleta 

 

 Após os procedimentos de triagem, assinatura do TCLE, entrevista, 

preenchimento da ficha epidemiológica e medidas antropométricas, os pais ou 

responsáveis receberam um copo de plástico, estéril, apropriado para a coleta de 

fezes e foram orientados sobre o procedimento de coleta. No dia seguinte, o membro 

da equipe retornou à residência da criança para o recebimento da amostra coletada. 

Caso a coleta não houvesse ocorrido, o grupo retornava à residência por até 5 dias 

úteis consecutivos, quando a criança então era excluída do estudo por falta de 

material. 

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

depois foi transportada ao centro de referência local e, posteriormente, enviada em 
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caixa térmica com gelo para o Laboratório de Doenças Infecciosas (LDI) da 

UPC/IBIMED da Faculdade de Medicina da UFC.  

No máximo 6h após a coleta, os espécimes fecais foram aliquotados em 

dois tubos estéreis e armazenados abaixo de -80°C para posterior extração do RNA 

viral (Figura 6). 

 

 

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

 
 

4.2 Desenho do estudo e definição de caso  

 

O estudo caso/controle, epidemiológico foi conduzido em seis cidades da 

região nordeste do Brasil: Cajazeiras (Paraíba), Crato (Ceará), Ouricuri 

(Pernambuco), Patos (Paraíba), Picos (Piauí) e Sousa (Paraíba). Estas cidades foram 

designadas como representativas da região do semiárido do nordeste brasileiro, com 

população de mais de 50.000 habitantes cada (Figura 7). O Semiárido Brasileiro está 

localizado nas regiões Nordeste e Sudeste do Brasil e apresenta uma área territorial 

de 969.589,4 km² compreendendo 1.133 municípios de nove estados do Brasil: 

Alagoas, Bahia, Ceará, Minas Gerais, Paraíba, Pernambuco, Piauí, Rio Grande do 

Norte e Sergipe. 
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Figura 7 – Região do semiárido brasileiro. Seis cidades do Nordeste, Brasil: Cajazeiras (Paraíba), Crato 

(Ceará), Ouricuri (Pernambuco), Patos (Paraíba), Picos (Piauí) e Sousa (Paraíba), marcadas em 
amarelo, além da capital do Ceará, Fortaleza. Fonte: Agência Nacional de Águas (ANA) / Ministério da 
Integração (MI). 

 
Durante o período de abril 2010 a março de 2011 amostras foram coletadas 

de crianças com faixa etária entre 2-36 meses; em unidades de cuidados de saúde 

ou durante a vigilância ativa por profissionais de saúde. Uma entrevista foi realizada 

durante a inclusão no estudo, e informações detalhadas sobre saúde, tais como 

medidas antropométricas, estado de aleitamento materno, condições clínicas e 

ocorrência de diarréia foram coletadas através de um formulário de questionário 

padronizado (Anexo D). 

Os casos de diarreia foram definidos como aqueles em que a criança 

apresentou episódios com três ou mais evacuações líquidas ou semilíquidas em um 

período de 24 horas, nos últimos 14 dias antes da coleta das fezes.  

Um total de 200 crianças (100 casos e 100 controles) de cada cidade foram 

incluídas no estudo, totalizando 1200 participantes, 600 crianças com diarreia (casos) 

e 600 crianças sem diarreia (controles saudáveis), atendidos em unidades de saúde 

ou durante a vigilância ativa por profissionais de saúde nas residências. Desse total, 

foram selecionadas aleatoriamente cerca de 25 crianças 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 será melhor descrita 

posteriormente e também exemplificada na Tabela 1. Totalizando 166 amostras (117 

casos e 49 controles). 

 

Tabela 1 – Seleção dos participantes do estudo 

Cidades do estudo 

Amostras positivas Amostras negativas Total 

Nº de 

casos  

Nº de 

controles 

Nº de 

casos 

Nº de 

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= crianças com diarreia / Controle= crianças sem diarreia. 

 

A seleção dos participantes do estudo foi baseada nos seguintes critérios 

de inclusão: crianças com idade variando entre 2 - 36 meses; crianças residentes em 

um dos locais de estudo; obtenção de consentimento escrito do pai ou responsável 

pela criança.  

 

4.3 Processamento das amostras 

 

4.3.1 Extração de ácido nucléico 

 

Uma primeira pesquisa foi realizada utilizando o sistema Luminex Bio-Plex® 

200 (Bio-Rad, EUA). Microesferas de poliestireno acopladas a sondas de hibridização 

específicas para detectar diferentes painéis de agentes patogénicos foram utilizadas 

como se segue: vírus (rotavírus, norovírus, astrovírus e sapovírus) (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); protozoários 

(Giardia spp, Cryptosporidium spp e Entamoeba histolystica) (TANIUCHI et al., 2011). 
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Os detalhes completos sobre amplificação de ácido nucleico, iniciadores e agentes 

patogénicos específicos de sequência estão descritos nas referências acima 

mencionadas. 

O RNA viral, das crianças selecionadas para o estudo, foi purificado a partir 

de 140 μL de amostra da suspensão de fezes a 10% utilizando o kit de extração 

QIAamp Viral RNATM (QIAGEN, EUA), de acordo com as instruções do fabricante e 

imediatamente armazenado a -70 ºC.  

 

4.3.2 Detecção de Norovírus 

 

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 III Platinum® (InvitrogenTM, EUA). Resumidamente, o ensaio foi realizado 

utilizando 20 μL da mistura de reagentes e 5 μl de RNA das amostras purificadas com 

concentrações finais de iniciadores e sondas de 600 e 300 nM, respectivamente. As 

condições de ciclagem térmica foram realizadas como segue: um passo RT a 55ºC 

por 30 min, um passo inicial de desnaturação a 95 ºC por 10 min, 35 ciclos de 

amplificação por PCR a 95 ºC por 15 s e a 60 ºC por 1 min. Utilizou-se uma diluição 

em série de 10 vezes de uma curva sintética contendo a junção ORF 1-2 para gerar 

curvas padrão para a quantificação de vírus (FUMIAN et al., 2016). Foram 

considerados 35 ciclos na reação e os sinais amostrados que cruzaram a linha limiar, 

apresentando uma curva sigmóide característica a partir do CT de número 36, foram 

considerados positivos. 

 

4.3.3 Genotipagem de NoV 

 

As amostras positivas para NoV foram genotipadas por sequenciamento da 

região ORF 1-2 ou da extremidade 3' parcial da região 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 reação seguinte, correspondendo à 

região 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 amplificação do genoma do Norovírus. 

a Código IUPAC para indicar as posições: I, iosina; R, purina (A/G); Y, pirimidina (C/T); S, C/G; I, 
A/T/C/G; W, A/T; K, G/T; H, A/T/C.  b Pol, Polimerase. c Genogrupo II. d Genogrupo I. e Posição do 
primer por Norwalk (M87661)-NoV GI. f Posição do primer por Lordsdale (X86557)-NoV GII. 
 
 

Dos produtos da RT-PCR foram retirados 10 μL e adicionados a 2 μL do 

corante azul de bromofenol 10x BlueJuice™ (Invitrogen™, EUA), estes foram 

posteriormente submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampão Tris-

Borato-EDTA (TBE) 0,5X e impregnado com brometo de etídio a uma concentração 

final de 0,5 μg/mL, por aproximadamente 40 min a 120 Volts. Os amplicons foram 

visualizados com o auxílio 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 

única apresentada no gel de agarose. Quando houve o caso do produto de PCR 

apresentar bandas inespecíficas, a banda de interesse foi excisada e purificada com 

o kit QIAquick Gel Extraction® (QIAGEN®, EUA), de acordo com as instruções do 

fabricante.  

 

4.3.4 Análises de recombinações 

 

As reações 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 sequências 

consenso de cada amostra com a utilização do programa Clustal W (THOMPSON et 

al. 1997) juntamente com sequências protótipos de cada genótipo de NoV GII obtidas 

no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para edição do alinhamento utilizou-se o 

programa BioEdit (HALL et al., 1999). Inicialmente, os genótipos NoV foram atribuídos 

utilizando a ferramenta de genotipagem (http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool), 

Primers Sequência (5’-3’)a Orientação Localização Região Posição 

Mon431c TGG ACI AGR 
GGI CCY AAY CA 

+ RNA Polb B 5093–
5112e 

Mon432d TGG ACI CGY 
GGI CCY AAY CA 

+ RNA Pol B 5093–
5112e 

G2SKRc CCRCCNGCATRH
CCRTTRTACAT 

- VP1 C 5401-
5423f 

COG2R TCGACGCCATCT
TCATTCACA 

- RdRp/GII C 5100 
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e as cepas foram nomeadas de acordo com a nomenclatura proposta (KRONEMAN 

et al., 2013).  

As árvores filogenéticas foram construídas 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 nó foi avaliada 

por análise de bootstrap utilizando 1.000 pseudo-réplicas. Para indicar a presença de 

possíveis cepas recombinantes, previamente detectadas pela ferramenta de 

genotipagem, e para identificar o ponto de recombinação, a análise da semelhança foi 

realizada utilizando SimPlot versão 3.5.1 (LOLE et al., 1999). As sequências 

nucleotídicas obtidas neste estudo foram depositadas no NCBI (National Center for 

Biotechnology Information), GenBank, sob o número de acesso de MF101875-

MF10195.  

 

4.4 Análise estatística  

 

Uma análise bivariada foi inicialmente realizada. Os testes exatos de Qui-

quadrado ou Fisher foram conduzidos para comparar variáveis categóricas entre 

grupos com presença ou ausência de diarréia, assim como, na presença ou não de 

infecção por NoV.Testes de Student t para dados com distribuição normal e testes de 

Mann Whitney para dados sem uma distribuição normal foram utilizados para 

comparar as variáveis contínuas entre esses grupos. O teste de normalidade utilizado 

foi o Kolmogorv-Smirnov. 

 A análise de classificação e regressão da árvore (CART) foi utilizada para 

investigar o impacto da combinação de coinfecções por diferentes patógenos com 

NoV, correlacionados com a definição de caso e posteriormente analisados pelo teste 

exato de Fisher. As análises estatísticas foram realizadas utilizando o Pacote 

Estatístico para Ciências Sociais (SPSS), versão 20 (IBM Corp, EUA). P-valores de ≤ 

0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Características da População 

 

A coleta das amostras fecais foi realizada durante o período de abril de 

2010 a março de 2011, e 166 crianças foram selecionadas para este estudo, que 

incluiu 117 casos de diarreia e 49 controles saudáveis. A Tabela 3 mostra a 

caracterização da população estudada. A relação masculino-feminino foi de 52,4% - 

47,6% e a média de idade das crianças foi de 16,2 e 17,1 meses no grupo de diarreia 

e controles saudáveis, respectivamente. A amamentação não-exclusiva foi relatada 

para a maioria das crianças (86,7%, 143/166). Quanto a renda, a maioria das famílias 

(79,5%, 132/166) relatou receber menos de dois salários mínimos mensalmente. Não 

foi observada diferença significativa quando se compararam as características da 

população entre casos de diarreia e controles saudáveis. 

 

Tabela 3 – Caracterização entre crianças casos e controles do semiárido brasileiro. 

Parâmetros 
Total 
n= 166 

Casos 
n= 117 

Controles 
n= 49 

*p 
valor 

Sexo     

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

Idade     

2 ≤ 12 m (%) 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 

Amamentação     

Exclusiva (%) 11 (6,6%) 9 (7,7%) 2 (4%) 0,506 

Mista (%) 143 (86,1%) 98 (83,7%) 45 (92%) 0,221 

Não mamou (%) 12 (7,2%) 10 (8,5%) 2 (4%) 0,512 

Renda familiar mensal (em 
salários mínimos) 

    

≤ 2 132 (79,5%) 95 (81,2%) 37 (75,5%) 0,407 

2 ≤ 5 32 (19,3%) 21 (18%) 11 (22,4%) 0,522 

Não 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 Características Clínicas da População e Estado Nutricional 

 

A associação entre positivos para NoV e parâmetros clínicos mostrou que 

as crianças infectadas por NoV apresentaram escores z antropométricos diminuídos 

(WAZ, WHZ e BAZ) quando comparados às crianças não infectadas com significância 

estatística (P < 0,05). As análises dos sintomas de diarreia, tais como, duração, 

número de evacuações e presença de muco não diferiu entre as amostras positivas e 

negativas. Todos os outros sintomas clínicos não foram significativos, com exceção 

dos sintomas respiratórios (teste exato de Fisher, P = 0,0096, OR = 3,276, 95% [IC] = 

1,33 a 8,048) (Tabela 4). 

 

Tabela 4 – Caracterização clínica das crianças do semiárido brasileiro.  

Parâmetros 
Total 

(n= 166) 
NoV + 
(n= 75) 

NoV – 
(n= 91) 

*P 
valor 

Medidas Antropométricas 

HAZ1 (média ± DP) -0,632 ± 1,53 -0,636 ± 1,37 -0,629 ± 1,665 0,798 

WAZ2 (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 

BAZ4 (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 

Duração (dias; média ± DP) 4,36 ± 2,461 4,02 ± 1,838 4,67 ± 2,885 0,156 

Nºevacuaç/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 (≥37,3 °C) (%) 48 (28,9%) 22 (29,3%) 26 (28,5%) 1,00 

Dor abdominal (%) 21 (12,6%) 9 (12%) 12 (13,1%) 1,00 

Vômitos (%) 40 (24%) 17 (22,6%) 23 (25,2%) 0,719 

Desidratação (%) 51 (30,7%) 18 (24%) 33 (36,2%) 0,094 

Sintomas respiratórios (%) 26 (15,6%) 18 (24%) 8 (8,8%) 0,0096 

Sinais comportamentais 

Inquietação (%) 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), 2Peso por Idade (WAZ), 3Peso por Altura (WHZ) e 4 Indice de Massa 
Corporal (BAZ). Os valores em negrito possuem significância estatística após teste T student. 
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5.3 Detecção de Norovírus 

 

No presente estudo, foi detectada uma presença 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 saudáveis (P = 0,734); e 33,7% (56/166) das crianças 

tinham menos de 2 anos de idade. 

 

Tabela 5– Presença de Norovírus e seus genogrupos  

* P valor obtido após teste exato de Fisher. Casos = crianças com diarreia / Controle = crianças sem 
diarreia. GI = genogrupo I / GII = genogrupo II 

  

5.3.1 Quantificação do genoma viral 

A quantificação do genoma de NoV por meio da RT-qPCR demonstrou 

valores que variaram de 1,16x103 a 1,73x1011 cópias genômicas por grama de fezes 

nos casos e 1,84x104 a 8,65x108 nos controles. Observamos uma tendência para 

maior associação da carga viral nos casos de diarreia [74,4x108 ± 2,8x1010 cópias de 

genoma (gc) / g de fezes versus 1,62x108 ± 0,04x1010 gc / g de fezes de casos e 

controles, respectivamente (P > 0,05)] (Figura 8). 

Figura 8 – Carga viral das amostras fecais. Não houve associação entre a carga viral e os grupos caso 
ou controle após teste de Mann Whitney (P= 0,4357). Casos= crianças com diarreia / Controle= crianças 
sem diarreia. 

  Caso Controle Total P valor 

Norovirus 
positivos 

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

GII 94,4%(51/54) 95,2%(20/21) 42,7%(71/166) 0,86 

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

 

NoV GII foi detectado em 94,6% (71/75), enquanto GI foi detectado em 

apenas 5,3% (4/75) das amostras. A análise da detecção de NoV, entre as diferentes 

cidades analisadas, mostrou que Ouricuri apresentou a maior taxa de prevalência 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 - PI (2,7%, 2/75), 

no entanto, não houve associação entre as cidades e a presença de NoV (P > 0,05) 

(Tabela 6). 

 

Tabela 6 – Distribuição de Norovírus nas cidades do estudo 

Não houve associação significante entre a presença de NoV e os grupos caso ou controle após teste 
exato de Fisher em nenhum dos locais do estudo. Casos = crianças com diarreia / Controle = crianças 
sem diarreia.  

 

5.4 Sequenciamento e Análise Filogenética 

Quanto à genotipagem, conseguimos sequenciar 25,3% (32/71) das cepas 

de NoV GII por PCR (região ORF1-2, n = 15) ou seminested-PCR (região 3' ORF1, n 

= 17) (Figura 9A e B). Considerando apenas a região do capsídeo, o genótipo mais 

predominante foi GII.3 (53,3%, 8/15), seguido por GII.14 (20%, 3/15). Por outro lado, 

quando consideramos a região da polimerase, os genótipos mais frequente 

encontrados foram GII.P7 (46,8%, 15/32) e GII.P16 (40,6%, 13/32). Nenhuma 

Local Caso Controle Total P valor 

Ouricuri (PE) 77,7% (21/27) 77,7% (7/9) 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 
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detecção específica de genótipo foi estatisticamente associada a casos de diarreia ou 

controles saudáveis (P > 0,05).  

Figura 9 (A) - Árvore filogenética baseada na porção 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% não foram mostrados. 
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Figura 9 (B) - Árvore filogenética baseada na porção do gene do capsídeo – 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% não foram mostrados.  
 
 

5.5 Análises de Recombinação 

 

A análise de recombinação realizada revelou a ocorrência de recombinação 

na região de junção entre a polimerase e o capsídeo viral em 12 amostras, sendo 
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estas classificadas da seguinte forma: GII.P16/GII.3 (n=8), GII.P7/GII.14 (n=3) e 

GII.P7/GII.6 (n=1). Demonstramos também (Figura 10 A e B), o ponto de 

recombinação para dois dos três tipos de recombinantes detectadas (GII.P16-GII.3, 

GII.P7-GII.6), para ambas, o ponto de ruptura da recombinação foi localizado na 

junção das ORF (1 e 2). 

 

 
Figura 10 (A) – Análises de Simplot and Boostcan dos Norovirus recombinantes de amostras de 

GII.P16-GII.3. As amostras utilizadas na análise foram, as amostras do estudo, RECODISA 770 
(Query); RECODISA 1311 (linha azul) e RECODISA 1448 (linha cinza), juntamente com as cepas 
referência AY502010 (linha vermelha) e JX846924 (linha verde). O eixo vertical indica identidades 
nucleotídicas (%) entre sequências de consulta (cepas semiáridas brasileiras) e cepas de referência.  
 

Figura 10 (B) – Análises de Simplot and Boostcan dos Norovirus recombinantes das amostras de 
GII.P7-GII.6. As amostras utilizadas na análise foram, a amostras do estudo RECODISA 1053 (Query) 
e as cepas referência AB258331 (linha verde); GII6/AB039778.1 (linha amarela). O eixo vertical indica 
identidades nucleotídicas (%) entre sequências de consulta (cepas semiáridas brasileiras) e cepas de 
referência.  
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5.6 Distribuição Temporal e Genótipos 

 

Também foi investigado a distribuição temporal dos genótipos NoV ao 

longo do período de estudo (Abril de 2010 a Março de 2011) (Figura 11). Analisando 

a distribuição do número de casos positivos em relação ao número de amostras 

coletadas mensalmente, foi possível observar que a infecção por NoV ocorreu em 

quase todos os meses estudados, a exceção do mês 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 circulação das cepas GII.P7-GII.14 e GII.P7-GII.6 

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

de 2010. 
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Figura 11 – Distribuição sazonal das amostras de NoV do estudo, no período de abril/2010 a 
fevereiro/2011, nas seis cidades da região do semiárido brasileiro avaliadas. 
 

 

5.7 CoInfecções 

 

Em relação às co-infecções, verificamos que 35,5% (59/166) das amostras 

do estudo foram co-infectadas por outros enteropatógenos. O patógeno mais 

prevalente detectado foi E. coli - EAEC enteroagregativa (44%, n = 33) seguido de E. 

coli - EPEC enteropatogênica (36%, n = 27), Shigella spp e Salmonella (ambos 20%, 

n = 15). A presença única de Shigella foi associada à positividade de NoV (p = 0,0199, 

OR = 3,0, intervalo de confiança 95% [IC] = 1,153 a 7,809), enquanto a detecção de 

EAEC foi associada à ausência de NoV (P = 0,0050, OR = 2,463, 95% [IC] = 1,313 a 

4,622) (Figura 12).  
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Figura 12 – Patógenos detectados na presença e ausência de Norovírus em amostras fecais, 0–36 
meses. EAEC= enteroagregativa Escherichia coli; EPEC= enteropatogênica E coli; ETEC= 
enterotoxigênica E coli; EHEC= enterohemorragica E. coli; RV= Rotavirus; Crypto= Cryptosporidium; 
Campy= Campylobacter spp.; AstroV= Astrovirus; SaV= Sapovirus; E. histoly= Entamoeba histolística; 
AdenoV= Adenovirus; V. cholera= Vibrio cólera. Patógenos presentes em menos de 1% das amostras 
não 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 coinfecções de NoV e outros 

enteropatógenos usando o software CART análise, para determinar a específica 

combinação de múltiplos patógenos associados com casos de diarreia ou controles 

saudáveis. A Figura 13 apresenta a árvore de análise de classificação e regressão de 

amostras NoV-positivas distribuídas usando o binário de presença/ausência de outros 

enteropatógenos estudados. Houve associação significativa entre casos de diarreia e 

presença concomitante de EAEC e ausências 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 – Árvore de análise de classificação e regressão de coinfecções em amostras positivas de 
Norovírus (n=75). A presença ou ausência de cada patógeno entre grupos casos e controles está 
descrito dentro de cada nó. Nós terminais são indicados pela caixa vermelha. As árvores são 
hierárquicas por natureza. * P ≥ 0,05. Associação significante entre casos e a presença de EAEC e 
ausência 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 DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, investigamos a presença de NoV e a sua epidemiologia em 

crianças com e sem diarreia de áreas do semiárido brasileiro. Em geral, o estudo 

destaca grande variabilidade genética de NoV no semiárido brasileiro e contribui para 

uma maior compreensão de sua epidemiologia, coinfecções por outros patógenos e a 

sua associação com a desnutrição infantil. 

No grupo de crianças selecionadas para o estudo houve uma 

predominância das que apresentaram algum episódio diarréico, porém sem alteração 

da homogeneidade entre os grupos quanto aos parâmetros de caracterização da 

população avaliados (sexo, idade, taxa de amamentação e renda familiar mensal), 

não havendo diferenças estatísticas entre os casos e os controles. A renda mensal 

familiar inferior a 2 salários mínimos 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 majoritário no interior do país, com 

a sua ampla maioria concentrada no Nordeste (65%). 

Os efeitos da desnutrição associada com severa infecção por NoV - 

induzem perda de peso, diminuição da imunidade protetora resultado de reinfecções 

em série, redução de respostas de anticorpos antivirais e aumento da variabilidade 

viral - são bem relatados em estudos clínicos e em animais (BECK et al., 2004; 

HICKMAN et al., 2014). Estudos multicêntricos indicaram associação entre a 

desnutrição na primeira infância e a infecção por NoV (PLATTS-MILL et al, 2015; 

ROUHANI et al., 2016). No presente estudo, encontrou-se associações significativas 

de diagnóstico de NoV com menores medidas antropométricas de peso por idade 

(WAZ), peso por altura (WHZ) e índice de massa corporal por idade (BAZ), reforçando 

o papel de NoV na desnutrição. Entre a população estudada, observou-se uma baixa 

prevalência de aleitamento materno exclusivo (6,6%), o que corrobora a alta 

frequência de NoV em algumas cidades. Lima et al. (2000) demonstraram que a 

amamentação desempenha um papel fundamental na prevenção da diarréia e 

desnutrição. 

Também exploramos sintomas extraintestinais entre crianças infectadas ou 

não com NoV. Nossos dados demonstraram que o único sintoma clínico associado à 

infecção por NoV foi a presença de sintomas respiratórios ou tosse. Estudo realizado 

na Austrália, Canadá e EUA, Hall et al. (2010) foi verificado em crianças menores de 
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5 anos, infectadas com NoV, porcentagem similar aos nossos dados sobre sintomas 

respiratórios concomitantes. 

As taxas de detecção de NoV, neste estudo, variaram de 8 a 77,7% entre 

as cidades. Ouricuri (Pernambuco), que apresenta o menor índice de desenvolvimento 

humano entre os locais estudados (IPEA, 2013), apresentou a maior taxa de presença 

de NoV. Pesquisas anteriores revelaram altas taxas de prevalência de infecção por 

NoV (cerca de 35%) na região norte do Brasil, avaliando crianças internadas em 

hospitais com GA (FUMIAN et al., 2013; DA COSTA et al., 2017). Resultados 

semelhantes de taxas de prevalência de NoV foram observados em um estudo 

multicêntrico 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 associação. Corroborando com os nossos dados, outros 

estudos também encontraram uma tendência para maior detecção 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 (74,4x108 cópias de genoma 

(gc) / g de fezes), como no de controles (1,62x108 cópias de genoma (gc) / g de fezes), 

foi maior ao observado em amostras provenientes de um país africano, no qual os 

pesquisadores também avaliaram pacien.tes sintomáticos e assintomáticos, onde o 

valor médio de carga viral para os pacientes com sintomas e infectados por cepas do 

genogrupo GII de NoV foi de 1,53x105 (HUYNEN et al., 2013). 

Os carreadores assintomáticos de cepas de NoV foram anteriormente 

observados em crianças, embora ainda geralmente subestimado. Nosso estudo 

identificou uma freqüência de NoV de 28% em crianças sem diarréia. As taxas de 

prevalência de infecção subclínica de NoV estão dentro de 17-30% em crianças no 

segundo ano de vida em países em desenvolvimento (FERREIRA et al., 2010; 

PLATTS-MILLS et al., 2015; ZAMBRUNI et al., 2016). 

Em relação à caracterização genética de NoV, a baixa freqüência de NoV 

GI no presente estudo corrobora com estudos prévios que também encontraram uma 

baixa prevalência desse genogrupo quando comparado ao GII (FIORETTI et al., 2011; 

ARVELO et al., 2012).  

Neste estudo, a baixa taxa de detecção de GII.4 não era esperada, já que 

é bem conhecido que as cepas GII.4 ainda são os principais genótipos de NoV 

encontrados no Brasil e no mundo. No entanto, esse genótipo geralmente está 
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relacionado a doenças e surtos graves, sendo o genótipo prevalente e bem relatado 

em estudos envolvendo crianças hospitalizadas ou surtos de GA (MATHJIS et al., 

2011; HOA TRAN et al., 2013; LESHEM et al., 2013). As únicas duas cepas GII.4 

detectadas neste estudo foram coletadas em 2010, e foram classificadas como 

pertencentes à variante New Orleans_2009, que circulou no Brasil e no mundo após 

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 o aumento do número de casos e surtos 

de GA no mundo (VEGA et al., 2011). 

Uma grande proporção de cepas possivelmente recombinantes de NoV na 

região do semiárido brasileiro foi detectada pela primeira vez (80%, 12/15) neste 

estudo. A recombinação genética é um fenômeno muito comum na evolução de NoV, 

gerando mudanças importantes no seu genoma e aumentando a sua diversidade 

(WHITE et al., 2014), de modo que o surgimento de genótipos 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-GII.3, tendo 

aparecido no final de 2010 e início de 2011. Este recombinante foi detectado pela 

primeira vez na Índia e na Itália no mesmo período (NAHAR et al., 2013; MEDICI et 

al., 2014). Em um estudo anterior que investigou cepas que circulam na região 

Nordeste do Brasil, entre os pacientes pediátricos que necessitaram de atendimento 

médico, o NoV GII.3 também foi relatado (SÁ et al., 2015). Também no Brasil, durante 

um estudo de vigilância realizado no sudeste do Brasil entre 2003-2004, GII.3 foi o 

segundo mais freqüentemente detectado (BARREIRA et al., 2010). Descoberta 

semelhante também foi relatada no sul da África entre 2009-2013 (MANS et al., 2014). 

O genótipo GII.P7-GII.7, encontrado em apenas uma amostra controle do 

nosso estudo, tem circulado em diversas localidades do mundo há vários anos. 

Chaimongkol et al. (2014) encontraram o referido genótipo  acometendo crianças 

hospitalizadas por GA na Tailândia. No Brasil, GII.P7/GII.7 foi identificado em estudos 

conduzidos em várias regiões do país (FIORETTI et al., 2011; ARAGÃO et al., 2013). 

O genótipo da polimerase GII.P7 foi o genótipo mais freqüente detectado 

(46,8%) neste estudo e tem sido um genótipo de grande prevalência no Brasil desde 

sua primeira detecção no ano 2005 (FERREIRA et al., 2010; FIORETTI et al., 2011). 

Este genótipo também já foi descrito em um estudo realizado em uma comunidade 
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rural na região Norte do Brasil entre 2008-2010 (ARAGÃO et al., 2013). O genótipo da 

polimerase GII.P7 também foi detectado em duas formas recombinantes diferentes: 

GII.P7-GII.6 e GII.P7-GII.14. O primeiro foi detectado em vários países desde sua 

primeira descrição em 2011 em Burkina Faso, na África (MANS et al., 2014; FUMIAN 

et al., 2016; SUPADEJ et al., 2017) e a segunda cepa mais recombinante (GII.P7-

GII.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). Análises comparativas demonstraram que esta 

cepa, GII.P7-GII.14, eram muito semelhantes às encontradas na região Norte do país 

(99% de identidade) em estudo realizado em 2010 por Siqueira et al., (2013a). 

Cada um dos genótipos, GII.Pe e GII.P2, foram detectados em apenas uma 

criança caso. GII.Pe foi detectado pela primeira vez na Austrália em 2008 (BRUGGINK 

et al., 2014) e, globalmente, foi observada sua associação com genótipos do capsídeo 

GII.2, GII.3, GII.4 e GII.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 

genótipo GII.Pe, encontrado no nosso estudo, foi causa de um surto, associado a 

GII.4, no interior do Chile e no estado do Acre (DA SILVA, et al., 2013). Já quanto ao 

genótipo GII.P2, verificou-se que a mesma apresentou alta similaridade (96%) com 

amostra isolada em estudo ocorrido no mesmo período na Espanha, neste caso, ela 

esteve associada ao genótipo do capsídeo GII.2 (ARANA et al., 2014) 

Na presente pesquisa, não foi possível definir um padrão de sazonalidade, 

tal como relatado anteriormente por Raboni et al. (2014) em investigação conduzida 

na região Sudeste do Brasil cujas estações do ano são melhores definidas do que na 

região 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 (SÁ et al., 2015). Em outro estudo, realizado 

na região Norte, foram investigados fatores ambientais que poderiam influenciar nos 

picos de positividade, tais como precipitação pluviométrica, umidade e temperatura, 

entretanto não foi observada correlação entre eles e maiores taxas de detecção de 

NoV (SIQUEIRA et al., 2013a). 

As interações de NoV com outros patógenos entéricos vêm sendo mais 

estudadas nos últimos anos. Em um estudo realizado no Brasil e em outros sete 

países de três continentes entre 2009 e 2010, o NoV foi detectado em 22,7% 

(1607/7077) de amostras fecais diarreicas de crianças, dos quais 77,7% foram 
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coinfectados com outros enteropatógenos. Os mais comuns encontrados foram 

Campylobacter, Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) e Giardia. No entanto, não 

foram observadas diferenças nas taxas de infecção sintomática com ou sem esses 

agentes patogênicos associados (ROUHANI et al., 2016). Neste estudo, encontramos 

resultados semelhantes, uma vez que 78,6% das infecções por NoV apresentaram 

pelo menos um enteropatógeno associado detectado. Corroborando com Rouhani et 

al. (2016), o coinfectante mais prevalente foi a EAEC. Outro estudo realizado, a 

prevalência de co-infecções com EAEC foi associado com deficit no estado nutricional 

nos primeiros seis meses de vida em crianças de estudo multicêntrico coorte (LIMA et 

al., 2017), sugerindo uma correlação entre altas taxas de desnutrição e coinfecção 

com a EAEC, o que poderia ser explicado pelo baixo valor de renda da população 

estudada, e também condições sanitárias precárias e difícil acesso ao sistema de 

saúde.  

Em estudo realizado na China, os autores descobriram que as interações 

de NoV com bactérias entéricas exigem a presença do antígeno 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 infecção por vírus entéricos (TRANG et al., 2014, COULSON et al., 2015). Esta 

hipótese, pode explicar em parte a co-ocorrência ou ausência de bactérias específicas 

com vírus específicos, mas os motivos para esses mecanismos ainda precisam ser 

melhor estudados. Talvez essa seja a questão fundamental para explicar a relação 

entre presença / ausência de NoV e outros patógenos entéricos.  

Outro ponto que pode justificar as altas taxas de coinfecção, principalmente 

por EAEC, encontradas, seriam pelas seguintes razões: existem dois comuns 

argumentos para que a EAEC seja encontrada em níveis elevados em indivíduos 

saudáveis, (i) baixos níveis de EAEC estão presentes em uma relação comensal 

assintomática no intestino humano e apenas aumenta para níveis detectáveis após a 

infecção com outro “verdadeiro” patógeno, porque a adesão entre a EAEC e o epitélio 

intestinal é mais forte do que para outros comensais; (ii) A imunidade pós-infecção é 

transportada para indivíduos aparentemente saudáveis; não havendo nenhuma 

associação clara entre distribuição de idade e carga de patógenos e/ou doença, como 

visto na infecção por NoV, em estudo anterior (PHILLIPS et al., 2009), sugerindo que 
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a imunidade adquirida contra a EAEC não protege contra a infecção e, portanto, não 

é provável que leve a carreadores assintomáticos (CHATTAWAY et al., 2013).  

Nosso estudo teve algumas limitações. A coleta de amostras foi realizada 

durante diferentes linhas de tempo para cada cidade, de modo que a sazonalidade de 

NoV não pôde ser completamente avaliada. Mais dados sobre os perfis dietéticos que 

poderiam levar a uma melhor compreensão da influência nutricional sobre a infecção 

por NoV poderiam ter sido coletadas. Além disso, o pequeno tamanho da amostra 

obtida da população inicial impediu uma melhor avaliação de fatores-chave como 

sintomas clínicos e influências de coinfecção. Todavia, uma avaliação completa das 

1200 amostras por RT-PCR mostraria uma prevalência de NoV mais precisa dos 

genótipos circulantes na população estudada. 

Finalmente, este foi o primeiro estudo a avaliar a diversidade genética de 

NoV em um amplo estudo epidemiológico em crianças no semiárido brasileiro. Estes 

dados contribuem para uma melhor compreensão da epidemiologia de NoV e seu 

impacto na saúde, pois destaca grande variabilidade genética no semiárido brasileiro 

e acrescenta conhecimentos importantes sobre sua epidemiologia, coinfecções e o 

seu papel na desnutrição infantil. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 Verificou-se ampla diversidade genética nas amostras caracterizadas 

filogeneticamente, inclusive com ocorrência de cepas recombinantes;  

 Nenhuma associação foi significativa entre os parâmetros 

socioeconômicos coletados das crianças e a presença/ausência da infecção por NoV; 

 O único sintoma extraintestinal associado significativamente com a 

presença NoV foi o aparecimento de sintomas respiratórios ou tosse; 

 Avaliando a região do capsídeo, o genótipo mais predominante foi GII.3, 

já se avaliarmos a região da polimerase, os genótipo mais frequente encontrado foi 

GII.P7. Ambos genótipos estiveram mais prevalente em casos de diarreia; 

 O patógeno mais prevalente encontrado, tanto na presença como na 

ausência de NoV foi a EAEC, porém a sua associação só foi significativa na ausência 

de NoV. Na presença de NoV, o patógeno que apresentou uma associação 

significativa foi a Shigella; 

 Para os casos positivos de NoV, a diarreia se mostrou associada à 

presença de EAEC e ausência simultânea de Cryptosporidium e STEC. 

 Finalmente, o presente estudo forneceu dados acerca da epidemiologia 

de NoV no semiárido brasileiro, contribuindo para a vigilância epidemiológica no Brasil 

e no mundo e reforçando a importância da mesma, sobretudo no vislumbre de futura 

vacina contra este vírus; além disso, ressalta-se que este trabalho é pioneiro no Brasil 

na investigação da infecção por NoV em crianças da comunidade no semiárido 

brasileiro e nos aspectos clínicos relacionados a este quadro.  
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ANEXO A – COMITÊ NACIONAL DE ÉTICA EM PESQUISA 
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ANEXO B – COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA DA UFC 
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ANEXO C – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 
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ANEXO D – QUESTIONÁRIO 
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of norovirus strains, co-infections and nutritional status in children: a case-
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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). GII.P7 (polymerase) and GII.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 (GI – GVII) and over 40 genotypes; 

strains belonging to the GI, GII 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 (Piauí) 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 Ceará (craft n°.5502006, 

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 QIAamp Viral RNATM 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 3130xl 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.nlm.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 × 108 ± 2.8 ± 1010 genome copies 

(gc)/g feces in diarrhea cases vs 1.62 × 108 ± 0.04 × 1010 gc/g feces in controls (P > 0.05)]. NoV 

GII was detected in 94.6% (71/75), while GI 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 GII 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 GII.14 (20%, 3/15) and GII.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-GII.3 (n = 8), GII.P7-GII.14 (n = 3), and GII.P7-GII.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-GII.3 recombinant strain was detected in both years in four 

different months; circulation of GII.P7-GII.14 and GII.P7-GII.6 strains were restricted to the 

year of 2010, and GII.4 New Orleans_2009 strain was detected in August and November of 

2010. The recombination breakpoint for two of the three detected strains (GII.P16-GII.3, 

GII.P7-GII.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 GI 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 GII.4 observed in this study 

was unexpected, since it is well known that GII.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 GII.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 GII.P16-GII.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, GII.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-GII.14. The GII.P7-GII.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 GII.Pe and GII.2 were only detected in a single child each. GII.Pe was 

first detected in Australia in 2008 [45], and has since been associated with the capsid genotypes 

GII.2, GII.3, GII.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 



91 

 

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 (Paraíba state), Crato (Ceará 

state), Ouricuri (Pernambuco state), Patos (Paraíba state), Picos (Piauí state) and Sousa (Paraíba state). Figure 

modified from National Water Agency (ANA) / Ministry of Integration from Brazil (MI). 
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A)                                                                                 B) 

 

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 II RNA obtained 

from children from Brazilian semi-arid region. Analysis was performed on 32 NoV genogroup II 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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(A)                                                                 (B) 

 
Fig 3: Simplot and Boostcan analyses of the recombinant Norovirus profiles detected NoV strains from 

children from Brazilian semiarid region. (A) GIIP16/GII3: 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/GII6: study strain used was RECODISA 1053 (Query) and reference strains 

AB258331 (Green line); GII6/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. 

 

 

 

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 = 4.8.  
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Table 1: Characterization of children among cases and controls from Brazilian semiarid. 

Parameters 
Total 

n= 166 

Case 

n= 117 

Control 

n= 49 

*P 

value 

Sex     

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

Age     

2 ≤ 12 m (%) 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*P value obtained after Fisher´s exact test. Cases = children with diarrhea / Control = children without diarrhea. 

GI = genogroup I / GII = genogroup II 

 

 

  Case Control Total *P value 

Norovirus 

positive 

GI 5.5%(3/54) 4.7%(1/21) 2.4%(4/166) 1.0 

GII 94.4%(51/54) 95.2%(20/21) 42.7%(71/166) 0.86 

Total 46.1%(54/117) 42.8%(21/49) 45.2%(75/166) 0.73 
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Table 3: Clinical characterization among positive and negative NoV samples from 

children from Brazilian semiarid. 

 Parameters 
Total 

n= 166 

NoV Positive 

n= 75 

NoV Negative 

n= 91 

*P value 

Anthropometrics measures 

HAZ1 (mean ± SD) -0.632 ± 1.535 -0.636 ± 1.372 -0.629 ± 1.665 0.798 

WAZ2 (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 ± 1.449 0.033 

BAZ4 (mean ± SD) 0.855 ± 1.535 0.546 ± 1.531 1.111 ± 1.498 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 

per day (Mean ± SD) 
4.53 ± 1.029 4.52 ± 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 

1 Height-for-age z-scores (HAZ), 2 weight-for-age z-scores (WAZ), 3 weight-for-height z score (WHZ) and 4 BMI-

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

 

 


