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RESUMO

Aimporténcia dos norovirus (NoVs), sapovirus (SaVs) e astrovirus humanos (HAstVs) como causa de surtos de gastrenterites
i@ estd bem definida. Entretanto, poucos estudos tém descrito casos esporddicos de gastrenterite aguda causados por
esses agentes. O objetivo deste estudo foi determinar o papel destes virus na etiologia das gastrenterites agudas em
criangas atendidas durante uma vigiléncia intensiva realizada em hospitais e ambulatérios de Belém, Brasil, de marco a
setembro de 2003. Um total de 305 espécimes fecais de pacientes com gastrenterite grave foram coletados e testados por
reacdo em cadeia da polimerase precedida de transcricéo reversa (RT-PCR), utilizando iniciadores especificos Mon 269 e
Mon 270 para os HAstVs; p289 e p290 para os calicivirus humanos (HuCVs); e Mon 431/433 e Mon 432/434 para os
NoVs. Sequenciamento dos amplicons de HAstV, HuCVs e NoVs, obtidos por RT-PCR, foi realizado usando os mesmos
iniciadores. Das 305 amostras testadas, 96 (31,5%) apresentaram resultados positivos, sendo que 51 diagnosticadas
como HuCVs, 40 como HAstVs e cinco infeccées mistas. Das 56 (18,4%) amostras de HuCVs sequenciadas, 30 foram
NoVs (9,8%) pertencentes aos genogrupos Gl-4 e GllI-4, e 15 (4,9%) SaVs dos grupos Gl-1, GI-2 e GllI-1. HAstVs foram
detectados em 45 (14,7%) das amostras, incluindo os genétipos 1, 8 e 2. Esta pesquisa ressalta a importéncia destas
viroses como causa de gastrenterite aguda e demonstra a circulacéo de diferentes genétipos durante o periodo de estudo.
Estes resultados reforcam a necessidade de se estabelecer uma vigiléncia intensiva das gastrenterite causadas por estes
virus, de forma a poder avaliar o impacto da doenca e monitorar os genétipos circulantes.
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menores de cinco anos de idade”. Além de bactérias e
parasitas, muitos virus estdo associados a esses episdédios de
gastrenterite. Dentre eles, destacam-se os rotavirus do
grupo A, como principal patégeno. No entanto, a
importdncia dos norovirus (NoVs), sapovirus (SaVs),
astrovirus humanos (HAstV) e adenovirus entéricos tem

aumentado devido & utilizacdo de novas metodologias *.

INTRODUCAO

A gastrenterite aguda é uma das principais causas de
morbimortalidade na inféncia, especialmente em paises em
desenvolvimento. Estima-se que mais de um bilhdo de casos
de diarreia aguda envolvendo criancas e adultos ocorra
anualmente no mundo, fato este responsdvel por uma taxa
de mortalidade de cerca de seis milhdes entre criancas

NoVs e SaVs pertencem & familia Caliciviridae, e
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acometem principalmente humanos. Séo virus pequenos,
ndo envelopados, com simetria icosaédrica, de RNA de fita
simples e polaridade positiva’. Andlises filogenéticas
classificaram os NoVs em cinco genogrupos distintos (Gl-
GV). Os genogrupos Gl, Gll e GIV sdo encontrados em
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humanos, sendo que o Gll tem sido descrito como o mais
prevalente mundialmente®’. Os SaVs sdo divididos em sete
genogrupos (GI-GVI), dentre os quais G, Gll, GIV e GV
sdo conhecidos por infectar o homem™.

Os NoVs sdo mundialmente considerados como
principal causa de surtos de gastrenterite, sendo
responsdveis por cerca de 80-90% dos casos, e sua
transmiss@o ocorre principalmente por dgua e alimentos
contaminados. Estudos recentes também descrevem estes
virus como um dos principais responsdveis por casos
esporddicos de gastrenterite aguda detectados em
hospitais e em comunidades. Os SaVs também t&m sido
associados tanto a surtos como a casos esporddicos de
gastrenterite aguda™.

Os HAstVs pertencem ao género Mamastrovirus
(familia Astroviridae). Estdo associados a surtos, sendo
reconhecidos como uma causa comum de gastrenterite
ndo sé em criancas, como também em idosos e individuos
imunocomprometidos”. S@o virus pequenos, esféricos
(28-30 nm de didmetro), ndo envelopados, com
polaridade positiva e genoma de RNA poliadenilado de
fita simples (ssRNA), de aproximadamente 7kb de
comprimento'”. Até o momento, j& foram descritos oito
gendtipos de HAstVs (HAstV-1-HAstV-8), sendo HAstV-1 o
mais prevalente tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento®.

Aimporténcia dos NoVs, SaVs e HAstVs como causa de
surtos de gastrenterite aguda & estd bem definida,
entretanto poucas pesquisas tém descrito o envolvimento
destes virus em casos esporddicos, especialmente em
paises em desenvolvimento. Por esta razdo, este estudo
visa defterminar o papel destes agentes na etiologia das
gastrenterites agudas. Para isto, foram analisadas
amostras fecais de criancas atendidas durante uma
vigiléncia intensiva realizada em hospitais e ambulatérios
de Belém de marco a setembro de 2003. Os principais
objetivos desta vigil&ncia foram criar uma rede envolvendo
as unidades de satde locais e treinar a equipe tanto dos
hospitais como do Instituto Evandro Chagas (IEC), visando
pesquisas futuras com vacina contra rotavirus do grupo A
(RV-A). Este estudo teve como enfoque principal a
prevaléncia desses agentes, bem como sua caracterizacéo
molecular, afim de determinar os genétipos circulantes.

MATERIAIS E METODOS
PACIENTES E ESPECIMES

Os espécimes fecais foram coletados de episédios
graves de diarreia aguda durante vigilancia para RV-A
realizada em Belém, Estado do Pard, regi@o norte do Brasil,
de marco a setembro de 2003. No momento do
atendimento, um termo de consentimento foi obtido dos
pais ou dos responsaveis legais das criangas participantes.
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do IEC. Um
levantamento inicial foi conduzido em todos os hospitais
pedidtricos, ambulatérios e unidades de satde localizadas
em Belém, que forneciam assisténcia a criancas menores
de trés anos de idade, principalmente aquelas provenientes
de familias de baixa-renda que viviam sob condicées
sanitdrias precdrias e em elevados indices de aglomerados
humanos. Foram feitos contatos prévios em todos esses
locais e a vigiléncia das gastrenterites foi realizada por

meio de visitas didrias, a fim de detectar qualquer episédio
de diarreia, definido por trés ou mais evacuacdes liquidas
ou semiliquidas em um periodo de 24 h, com duracéo
inferior a 14 dias. Um total de 762 amostras fecais foi
obtido durante os seis meses de pesquisa. As amostras
foram inicialmente testadas quanto & presenca dos RV-A e
adenovirus entéricos, utilizando "kits" comerciais de ensaio
imunoenzimdtico (EIE). No presente estudo, todos os
espécimes negativos para ambos os virus (305) foram
testados para os HAstVs e HuCVs pela reacéo em cadeia da
polimerase precedida da transcricdo reversa (RT-PCR).

OBTENCAO E AMPLIFICACAO DO RNA VIRAL

O ssRNA viral foi extraido de 300 pl de uma suspenséo
fecal a 10% utilizando silica/tiocianato de guaniding,
conforme descrito por Boom et al’, incluindo modificacoes
intfroduzidas por Cardoso et al’. Na reacdo de
transcriptase reversa foi usado um iniciador randémico
[hexamer pd (N) 6-50 A260 units; Amersham Biosciences]
para obtencéo do cDNA. Foi realizada a reacdo de PCR
usando os pares de iniciadores Mon 269/270 (regiGo
ORF2) para os HastVs® e p289/290 (regido da RNA
polimerase) para os HuCVs™. Os produtos obtidos por RT-
PCR foram aplicados em gel de agarose a 1%, corados
com brometo de etidio e fotografados em aparelho Gel
Doc 1000 (BioRad). As amostras que apresentaram
fragmentos especificos de 449 pb, 319 pbe 331 pb, foram
consideradas positivas para HAstVs, NoVs e SaVs,
respectivamente. Amostras positivas para HAstVs e HuCVs
e agua Milli-Q estéril foram incluidas em todas as reacoes
como controles positivos e negativo, respectivamente.
Algumas amostras que apresentaram baixa concentracdo
de produto (bandas fracas) com os iniciadores para HuCVs
também foram testadas com os iniciadores Mon 432/434
e Mon 431/433 (regiGo da RNA polimerase), especificos
para os NoVs dos genogrupos Gl e GlI, respectivamente'.

SEQUENCIAMENTO DOS AMPLICONS DE HASTVS,
HUCVS ENOVS OBTIDOS PORRT-PCR

Os produtos foram purificados com o "kit" de extracéo
de gel QiaQuick® (QIAGEN), conforme orientacdo do
fabricante, e quantificados em gel de agarose a 1% com o
marcador de peso molecular "Low DNA Mass Ladder"
(Invitrogen). As sequéncias de nucleotideos foram
determinadas por ciclo direto usando o '"Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit" (Applied
Biosystems) com os iniciadores Mon 269 e Mon 270 para
HAstVs, p289 e p209 para HuCVs e Mon 431/433 e Mon
432/434 para NoVs. Os fragmentos amplificados foram
purificados por precipitacdo com isopropanol (60 e 70%).
Os produtos foram analisados no sequenciador
automdético "3130X/Genetic Analyzer' (AB Applied
Biosystems/ Hitachi).

ANALISE FILOGENETICA

Os dados das sequéncias de ambas as fitas foram
alinhados e editados usando o programa "BioEdit
Sequence Alignment Editor" (v. 7.0.5.3) e comparados
com outras sequéncias padréo disponiveis no Banco de
dados (GenBank). Os dendrogramas foram construidos
utilizando o método de Neighbor-Joining (NJ) e software
MEGA, versdo 4.0%. A andlise do "Bootstrap” foi realizada
com 2 mil réplicas™.



NUMERO DE ACESSO DAS SEQUENCIAS DE
NUCLEOTIDEOS

As sequéncias de nucleotideos determinadas neste
estudo foram depositadas no banco de dados "GenBank"
com os seguintes nUmeros de acesso: GU012316 a
GUO012345 para NoVs, GQ984294 a GQ9Y84308 para
SaVse GQ920650 a GQ9Y20672 para HAstVs.

RESULTADOS

De um total de 305 amostras testadas por RT-PCR, 96
(31,5%) apresentaram resultados positivos, sendo 51
classificadas como HuCVs, 40 como HAstVs e cinco
infeccodes mistas. Dos 56 (18,4%) espécimes positivos para
HuCVs, 45 foram sequenciados: 30 (66,7%) classificados
como NoVs, genogrupos Gl-4 (1; 3,3%) e Gll-4 (29;
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96,7%), e 15 (33,3%) como SaVs, genogrupos Gl-1 (3;
20%), GI-2 (2; 13,3%) e GlI-1 (10; 66,7%) (Figura 1,
Tabela 1). As 11 amostras que apresentaram um fragmento
amplificado com baixa concentracéo (banda fraca) na PCR
foram testadas novamente usando iniciadores especificos
para NoVs; em oito foram observados fragmentos
especificos e trés foram negativas. Apds sequenciamento,
apenas uma amostra resultou positiva para o genogrupo
Gll-4, e nas outras sete, como alguns nucleotideos ndo
puderam ser definidos, suas cepas nédo foram incluidas no
dendrograma. Das 45 (14,7%) amostras classificadas
como HAstVs, 37 (82,2%) pertenciam ao gendtipo 1,
quatro (8,9%) ao gendtipo 8, duas (4,4%) ao gendtipo 2 e
duas (4,4%) ndo foram sequenciadas (Figura 2, Tabela 1).
Observaram-se cinco infecgdes mistas: quatro envolvendo

NoV/Gll-4 e HAstV-1 e uma SaV/GlI-1 e HAstV-8.
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Figura 1 — Dendrogramas da regido parcial da sequéncia da polimerase de RNA de norovirus (A)e sapovirus (B) amplificados de 45 pacientes de Belém,
Estado do Pard, Brasil, de marco a setembro de 2003. As cepas prototipicas sGo apresentadas no dendrograma juntamente com as cepas de
outras localidades. O nimero acima de cada ramo corresponde ao valor de bootstrap. A barra é proporcional & disténcia genética. As amostras
coletas em 2003 em Belém (VIG) estdo em vermelho; as amostras coletadas anteriormente na mesma cidade estdo em azul
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Tabela 1 - Distribuicéo de gendtipos de norovirus, sapovirus e astrovirus, baseada na andlise sequencial em espécimes
fecais de 305 criancas diarreicas de Belém, Brasil, de marco a setembro de 2003

Pos HuCVs
Primers 289/290 PosHuCVs Pos HAsiVs
Primers 431-433 _ )
N=56(18.4%) N=11(3.6%) N=45(14.7%) Infeccdes mistas
Sequenciados—45 - o N=5(1,6%)
NoVs* SaVs NoVs* Negativos  HAstV-1a HAstV-2 HAstV-8 NT!
30(9,8%) 5 (4,9%) 8(2,6%) 3 37 2 4 2 HAstV-1/Nov-GlI-4 — (80%)
Gll-4(96,7%) GII 1(66,7%) Gll-4(12,5%) (12,1%) (0,7%) (1,3%) (0,7%)
Gl-4(3,3%)  GI-2(13,3%) NT'(87,5%) HAstV-8/SaV-GlI-1 — (20%)
GI-1(20%)

* Total de amostras positivas de NoV: 3048 = 38 (12,5%);
" NT- Nao tipados;
HuCVs: Calicivirus humanos; NoVs: Norovirus; SaVs: Sapovirus; HAstVs: Astrovirus humanos.
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Figura 2 — Dendrograma da regido parcial de ORF2 dos astrovirus tipo 1 (A), tipo 2 (B) e tipo 8 (C) amplificados de 45 pacientes de Belém, Estado do
Pard, Brasi, de marco a setembro de 2003. As cepas prototipicas sGo apresentadas no dendrograma juntamente com cepas de outras
localidades. O nimero acima de cada ramo corresponde ao valor de bootstrap. A barra é proporcional & disténcia genética. As amostras
coletadas em Belém em 2003 (VIG) estdo em vermelho; as amostas coletadas na mesma cidade anteriormente estdo em azul



As amostras classificadas como NoVs/Gll-4 foram
agrupadas em trés sub-linhagens distintas: Gll-4b "Nova
variante" (2/29; 6,9%), Gll-4c (26/29; 89,6%) e Gll-4d
(1/29; 3,4%). A divergéncia média observada entre as
amostras classificadas como NoV Gll-4c e Gll-4b "Nova
variante" foi de 0,5% e 2,9%, respectivamente, e com o
protétipo especifico foi de 3,1% (Gll-4b "Nova variante"),
3% (Gll-4c), 4,9% (Gll-4d) e 11,3% (Gl-4). As andlises
envolvendo somente amostras de Belém demonstraram
uma divergéncia média de 92,6% entre Gll-4c e Gll-4d, e
16,4% entre Gll-4b e Gll-4d. Em relacdo a Gl-4, esta
variacéo foi maior que 49,3%. Uma pequena divergéncia
foi observada quando os espécimes classificados no
genogrupo Gll-4 foram analisados com relagdo a
sequéncia de aminodcidos (dados ndo mostrados).

Entre os SaVs, uma variacdo minima foi observada
dentro de cada um dos trés genogrupos detectados: GlI-1
(0,9%), GI-2 (0,3%) e GI-1 (3,1%). Em relacdo aos
protétipos, a divergéncia média foi: Gll-1 (4,1%), GI-2
(10,3%) e GI-1 (10,3%). Usando a sequéncia de
aminoécidos do protétipo Bristol (AJ 249939; aminodcido
1460 a 1555) como referéncia, muitas substituicdes foram
notadas, caracterizando os diversos genogrupos/genétipos
analisados. Contudo, nenhuma substituicdo exclusiva foi
observada com relacdo &s amostras de Belém (dados ndo
mostrados).

Todas as cepas de HAstV detectadas neste estudo
pertenciam & linhagem 1a e divergiram de O - 3,6% (média
de 0,6%) e 2,7% em relacdo ao protédtipo Oxford HAstV-1.
Nenhuma substituicdo significante de aminoécido foi
observada para a regido analisada (dados néo
mostrados).

Os espécimes deste estudo foram provenientes de 21
hospitais e 11 unidades de satde. A comparacdo das taxas
de positividade obtidas nos hospitais para NoVs (13,2% -
37/281), SaVs (5,3% - 15/281) e HAstVs (14,6% -
41/281) com as das unidades de sadde — 4,2% (1/24), 0%
e 16,7% (4/24), respectivamente — ndo revelou diferenca
estatistica significante quando aplicado o teste de Fisher (p
<0.05). No entanto, quando considerados juntos NoVs e
SaVs (como HuCVs), esta diferenca foi significante (p =
0.04).

A tabela 2 demonstra a percentagem de positividade
obtida para NoVs, SaVs e HAstVs em casos de
gastrenterites observados durante o perfodo de estudo
(marco a setembro de 2003). Verificaram-se picos de
incidéncia para NoVs em maio (13/43; 30,2%); SaVs em
junho (4/50; 8,0%) e julho (5/64; 7,8%); e HAstVs em
marco (8/16; 50%) e julho (14/64;21,9%).

A distribuicéo por faixa etdria dos casos positivos para
NoVs e SaVs e HAstVs estdo demonstrados na tabela 3. A
maior taxa de deteccdo para os NoVs foi verificada em
criancas com 6 a 12 meses de idade (17,1%), e, para os
SaVs, a faixa etdria foi maior, 24 a 30 meses (10,7%).
Com relagéo aos HAstVs as taxas foram semelhantes
(19,0% e 18,2%) para asidadesde 0 a 6 e 12 a18 meses
devida.

A maioria dos espécimes foi coletada no periodo de 42
h da hospitalizagéo ou do atendimento nas unidades de
satde. Os principais sinftomas observados nos casos
positivos para essas viroses foram: diarreia, vémitos, febre

e desidratacéo,

porém

sintomas

similares

foram

observados nos casos negativos (dados ndo mostrados).

Tabela 2 — DistribuicGo mensal de cepas de norovirus,
sapovirus e astrovirus detectadas em 305
espécimes fecais de criancas diarreicas de
Belém, Pard, de marco a setembro de 2003

Calicivirus humanos

Més Total de - - Astrovirus
amostras Norovirus Sapovirus Pos (%)
Pos (%) Pos (%)
Marco 16 2(12,5) 1(6,3) 8 (50)
Abril 42 2 (4,8) - 3(7,1)
Maio 43 13 (30,2) 1(2,3) 5(11,6)
Junho 50 7 (14) 4 (8,0) 8 (16)
Julho 64 9 (14,1) 5(7,8) 14(21,9)
Agosto 44 5(11,4) 2 (4,5) 2 (4,5)
Setembro 46 - 2 (4,3) 5(10,9)
Total 305 38(12,5) 15 (4,9) 45 (14,7)

Observacées: Trés amostras positivas para calicivirus ndo foram incluidas
por ndo terem sido sequenciadas;
Sinal convencional utilizado: — Dado numérico igual a zero.
Dados néo arredondados.

Tabela 3 - Frequéncia de astrovirus, norovirus e sapovirus

humanos em 305 espécimes fecais de
criancas diarreicas, de acordo com a idade,
de Belém, Pard, de marco a setembro de 2003

Calicivirus humanos

Meses de Total de Astrovirus
idade amostras Norovirus Sapovirus Pos (%)
Pos (%) Pos (%)

0-6 42 1(2,4) - 8 (19,0)
>6-12 82 14017,1) 337 11(13,4)
>12-18 77 11(143) 5(6,5) 14 (18,2)
>18-24 56 8(14,3) 4(7,0) 8(14,3)
>24-30 28 2(7,1) 3(10,7) 1(3,6)
>30-36 20 2(10,0) - 3(15,0)

Total 305 38(12,5)  15(4,9) 45 (14,7)

Observacées: Trés amostras positivas para calicivirus ndo foram incluidas
por néo terem sido sequenciadas;
Sinal convencional utilizado: — Dado numérico igual a zero.
Dados ndo arredondados.

DISCUSSAO

No presente estudo, pelo menos um agente viral foi

detectado em 31,5% das

amostras testadas.

Esse

resultado foi um pouco superior & taxa de 29% encontrada
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em uma vigiléncia conduzida durante cinco anos na
Provincia de Gyeonggi, Coréia do Sul”. As taxas de
detecg@o obtidas em Belém para HuCVs, NoVs, SaVs e
HAstVs foram de: 18,4%, 12,5%, 4,9% e 14,7%,
respectivamente. Em hospitais de Campo Grande (7,6%),
Goiénia e Brasilia-DF (8,6%) e Salvador (9%), as taxas
obtidas para os HuCVs foram inferiores as registradas em
Belém'***. Quanto aos NoVs, a positividade observada
(12,5%) foi menor que as registradas em criangas da
Coréia (36,2%) e Espirito Santo (39,7%), porém
semelhante as encontradas em dois estudos conduzidos no
Rio de Janeiro (14,5% e 20%) e Sao Paulo (15,7%) e
superiores as de uma pesquisa realizada na Tailandia
(6,5%)24,26,28,37,41 ,44‘

A investigacdo de SaVs no Brasil ainda é limitada em
razdo da maioria dos trabalhos utilizarem iniciadores
especificos para os NoVs. Contudo, estes virus j& foram
detectados em uma amostra de Salvador (0,7%) e descritos
em espécimes diarréicos coletados em um hospital (5,9%)
e em uma unidade de satde (3%) de Belém em percentuais
similares ao do estudo atual (4,9%)”***. Este percentual
foi semelhante aos relatados na TailGndia e Austrdlia (4,8%
e 4,1%, respectivamente) e menor que os da india
(10,2%)°%'*°. Nesta pesquisa, trés amostras que se
apresentaram positivas para HuCVs, foram negativas para
NoVs (quando se utilizou iniciadores especificos),
sugerindo que elas provavelmente pertenciam ao género
SaVs, o que aumentaria a taxa de deteccdo desses virus
para 5,9%.

A taxa de positividade para os HAstV (14,7%) foi
semelhante as registradas em ambulatérios e/ou hospitais
da Coréia do Sul, Cidade de Cérdoba e Rio de Janeiro
(11,%, 12,4% e 14%, respectivamente)”?* . Este
percentual foi maior que os obtidos anteriormente em
diferentes estudos conduzidos em Belém durante 18 anos
envolvendo hospitais, unidade de satde, comunidade e
creche, que variaramentre 2,7% e 9,9%".

O dendrograma de NoVs mostrado no presente estudo
foi construido com base nas sequéncias obtidas com os
iniciadores 289/290, que codificam parte da RNA
polimerase, e que foram usados por detectarem tanto os
NoVs como os SaVs. Em contrapartida, a maioria dos
estudos realizados no Brasil utiliza outros pares de
iniciadores que amplificam a regido B da RNA polimerase
e sdo especificos para NoVs. Como esses iniciadores
codificam a mesma regido da RNA polimerase, foi possivel
comparar os resultados desta pesquisa com outras
conduzidas no Brasil. No presente estudo, o genogrupo
Gll-4 foi detectado em 96,7% das amostras analisadas.
Estes resultados confirmam os obtidos no Rio de Janeiro
(64%) e em Sao Paulo (76,9%)*. Este genogrupo também
foi 0 mais encontrado em amostras coletadas em Belém
nos anos de 1992-1994 e 1998-2000 (dados né&o
mostrados). Muitos artigos relatam um aumento
significativo na circulacdo de cepas de GlI-4 desde a
década de 1990, com uma grande variabilidade genética,
relacionados tanto a surtos extensivos como a casos
esporddicos™' .

Trés diferentes genogrupos de SaVs foram encontrados
neste estudo, sendo o GlI-1 o mais prevalente (66,7%).
Este também foi detectado em uma amostra de Salvador, o
Unico outro lugar no Brasil em que este virus foi descrito™.
No entanto, em estudos realizados anteriormente em
Belém®, o genogrupo mais frequente foi o Gl-1. Uma
ocorréncia semelhante desta cepa também foi observada
em Bangladesh, em criancas diarreicas’.

Trés diferentes gendtipos de HAstVs cocircularam em
Belém durante os seis meses de estudo, sendo HAstV-1 o
mais prevalente (82,2%), como também relatado em
outros locais®'***. A circulacdo simulténea de outros
gendtipos foi observada em outras regides do Brasil e do
mundo®'****. Todas as amostras positivas para HAstVs- 1
foram classificadas como sendo da linhagem 1a.
Pesquisas anteriores realizadas em Belém demonstraram
que 93,8% (76/81) das cepas de HAstVs-1 detectadas ao
longo de 18 anos (1982-2000) pertenciam & linhagem
1a'"®. Porém, estudos conduzidos em outras localidades do
Brasil, como nas cidades do Rio de Janeiro e Goidnia, de
2003 a 2005, demonstraram a circulagéo da linhagem
1d**. Os dados obtidos neste trabalho, a partir de
amostras coletadas em 2003, mostraram que ndo ocorreu
nenhuma alteracdo em Belém, visto que a linhagem Ta
continuou sendo a Unica em circulacdo. Vale ressaltar que
o HAstVs tipo 8 foi encontrado em 8,9% das amostras. Este
gendtipo é considerado raro, embora |G tenha sido
observado em outros estudos realizados em Belém, porém
em menor frequéncia. Resultados semelhantes foram
observados no Rio de Janeiro'"*’.

Coinfeccao envolvendo os trés virus foi verificada em
1,6% dos casos. Esta situacao é relativamente comum em
episdédios de gastrenterite, conforme descrito por outros

9,18,25,36,44
autores . Este fato provavelmente reflete as
precdrias condicdes de saneamento e o baixo nivel
socioecondmico a que essas criangas pertencem.

Este estudo envolveu amostras coletadas em hospitais e
unidades de satde. Foi observada uma maior frequéncia
destes virus nos nosocémios, o que indica maior gravidade
da associacdo desses agentes a quadros de gastrenterite.
No entanto, o nimero de espécimes (42) coletados nas
unidades de satde foi muito pequeno para permitir uma
melhor andlise.

Observou-se também que os NoVs foram mais
prevalentes entre criancas de 6 a 12 meses, enquanto que
os SaVs o foram entre as de 24-30 meses de idade. Estes
dados estdo de acordo com os descritos na literatura, o
que indica que os SaVs sdo mais frequentemente
detectados em criancas de maior idade'”. Um padréo de
sazonalidade para esses trés agentes ndo pdde ser
definido porque este estudo envolveu somente seis meses
de vigilancia.

Deste modo, os dados obtidos demonstram a
importancia destes virus nos casos de gastrenterite aguda
tanto em hospitais como em unidades de satde. A deteccéo
de SaVs reforca a necessidade de se estabelecer um sistema
de monitoramento para avaliar o impacto destes virus em



outras regides do Brasil. A caracterizacdo molecular desses
agentes demonstrou que diferentes gendtipos circulam ao
longo do tempo (ou seja, ndo foram os mesmos nesta
pesquisa e em outras previamente realizadas em Belém).
Portanto, estudos moleculares adicionais séo necessdrios
para monitorar essas variacdes. A introducdo recente de
vacina para RV-A no Programa Nacional de Imunizacéo
Pedidtrica do Brasil reforca a necessidade de investigacées
permanentes sobre estas viroses.
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Molecular characterization of norovirus, sapovirus and astrovirus in children with acute
gastroenteritis from Belém, Pard, Brazil

ABSTRACT

The importance of norovirus (NoVs), sapovirus (SaVs) and human astrovirus (HAstVs) as causes of gastroenteritis outbreaks
is already well-defined, but a few studies have described sporadic cases of acute gastroenteritis caused by these viral
entities. The aim of this study was to determine the role of these viruses in the etiology of acute gastroenteritis in children
enrolled fo participate in hospital — and emergency department — based intensive surveillance carried out in Belém, Brazil,
from March to September 2003. A total of 305 stool specimens from patients with severe gastroenteritis were collected and
screened by reverse transcription followed by polymerase chain reaction (RT-PCR), using the specific primers Mon 269 and
Mon 270 for HAstVs, p289 and p290 for human calicivirus (HuCVs), and Mon 431/433 and Mon 432/434 for NoVs.
Sequencing of RT-PCR HAstV, HuCV and NoV amplicons was carried out using the same primers. Of the 305 samples
tested, 96 (31.5%) were positive, with 51 diagnosed as HuCVs, 40 as HAstVs and five as mixed infections. Of the 56
(18.4%) HuCVs sequenced, 30 were NoVs (9.8%) of genogroups Gl-4 and Gll-4, and 15 (4.9%) were SaVs of types Gl-1,
Gl-2 and GlI-1. HAstVs, including genotypes 1, 8 and 2, were detected in 45 (14.7%) samples. This study has highlighted
the importance of these viruses as causes of acute gastroenteritis and established the circulation of different genotypes
during the study period. These results reinforce the need for establishing an intensive surveillance for gastroenteritis caused
by these viruses to assess the burden of disease and to monitor the circulation of genotypes.

Keywords: Norovirus; Sapovirus; Human, Astrovirus; Gastroenteritis; Molecular Sequence Data.

Caracterizacion molecular de norovirus, sapovirus y astrovirus en nifios con
gastroenteritis aguda en Belém (Pard, Brasil)

RESUMEN

La importancia de los norovirus (NoVs), sapovirus (SaVs) y astrovirus humanos (HAstVs) como causa de brotes de
gastroenteritis ya estd bien definida. Sin embargo, pocos estudios han descrito casos esporddicos de gastroenteritis aguda
causados por esos agentes. El objetivo de este estudio fue el de determinar el papel de esos virus en la etiologia de las
gastroenteritis agudas en nifios atendidos durante una vigilancia intensiva realizada en hospitales y ambulatorios de
Belém, Brasil, de marzo a setiembre de 2003. Un total de 305 especimenes fecales de pacientes con gastroenteritis grave
fueron colectados y analizados por reaccién en cadena de polimerasa precedida de transcripcién  reversa (RT-PCR),
utilizando iniciadores especificos Mon 269 y Mon 270 para los HAstVs; p289 y p290 para los calicivirus humanos
(HuCVs); y Mon 431/433 y Mon 432/434 para los NoVs. Secuenciacién de los amplicones de HAstV, HuCV y NoV,
obtenidos por RT-PCR, se realiz6 usando los mismos iniciadores. De las 305 muestras analizadas, 96 (31,5%) fueron
positivas, 51 diagnosticadas como HuCVs, 40 como HAstVs y cinco infecciones mixtas. De las 56 (18,4%) muestras de
HuCVs secuenciadas, 30 fueron NoVs (9,8%) pertenecientes a los genogrupos Gl-4 y Gll-4,y 15 (4,9%) fueron SaVs de los
grupos Gl-1, GI-2 y GlI-1. HAstVs fueron detectados en 45 (14,7%) muestras, incluyendo los genotipos 1, 8 y 2. Esta
investigacién resalta la importancia de estas virosis como causa de gastroenteritis aguda y demuestra la circulacién de
diferentes genotipos durante el perfodo de estudio. Estos resultados refuerzan la necesidad de establecer una vigilancia
intensiva de las gastroenteritis causadas por estos virus, de forma a poder evaluar el impacto de la enfermedad y
monitorear los genotipos circulantes.

Palabras clave: Norovirus; Sapovirus; Astrovirus Humano; Gastroenteritis; Datos de Secuencia Molecular.
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