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Às vezes, quando considero as tremendas consequências 

advindas das pequenas coisas ... sou tentado a pensar ... não 

existem pequenas coisas. 

Bruce Barton 

“...caminante no hay camino, se hace camino al andar...”. 

António Machado 



Resumo 

O Norovirus (NoVs), pertencente a família Caliciviridae, ocasiona quadro de gastrenterite 

aguda (GEA) em pessoas de todas as faixas etárias. Sua relevância como causa de surtos já 

está confirmada, os quais ocorrem principalmente em locais fechados. Sua transmissão é, 

sobretudo, pela via fecal-oral, por meio da ingestão de água/alimentos contaminados e contato 

pessoa-a-pessoa. A doença em geral se manifesta de forma súbita, caracterizada por diarreia, 

vômito, náusea e cólica abdominal. O objetivo deste estudo foi demonstrar a importância dos 

NoVs como patógenos associados às internações de crianças com quadro de GEA em Belém, 

Pará. A coleta dos espécimes fecais ocorreu de maio/2008 a abril/2011, sendo examinados 

somente aqueles com resultados negativos para rotavírus. Para a detecção dos NoVs foi 

utilizado o ensaio imunoenzimático (EIA) e a reação em cadeia mediada pela enzima 

polimerase e precedida de transcrição reversa (RT-PCR). As amostras com resultado positivo 

no EIA e negativo na RT-PCR foram submetidas a semi-nested RT-PCR, e aquelas que 

permaneceram negativas foram testadas pela PCR em tempo real. Foram analisadas 483 

amostras, sendo observada uma positividade de 35,4% (171/483). Adotando-se a RT-PCR 

como o método de referência, o EIA apresentou sensibilidade de 85,9% e especificidade de 

93,4%, com excelente reprodutibilidade entre ambas (Kappa= 0.8, p<0.0001). As 22 amostras 

positivas apenas por EIA foram testadas pela semi-nested RT-PCR e PCR em tempo real, 

sendo observada positividade de 63,6% (14/22) e 75% (6/8), respectivamente. O 

sequenciamento nucleotídico parcial da região da ORF1 demonstrou a circulação dos 

genótipos GII.4d (80,8%-42/52), GII.7 (7,7%-4/52) e GII.b (11,5%-6/52). Foi realizado o 

sequenciamento de 64,3% (9/14) das amostras positivas somente pela semi-nested RT-PCR, 

também correspondente a ORF1, sendo 55,6% (5/9) classificadas como GII.4d e 44,4% (4/9) 

como GII.b. Das 6 amostras classificadas como GII.b, cinco foram caracterizadas como GII.3 

quando sequenciadas com iniciadores específicos da região do capsídeo viral, sugerindo a 

possibilidade de se tratarem de amostras recombinantes. Foi observada maior taxa de infecção 

nas crianças menores de 2 anos de idade (90,1%-154/171) e os principais sintomas 

observados foram vômito (95,8%-137/143) e desidratação (94,4%-118/125), considerando 

que a diarreia foi critério de inclusão. A maioria das crianças infectadas apresentou mais de 9 

dias de diarreia (41,2%), 4 evacuações diárias (43,9%) e mais de 5 episódios de vômito (90%) 

no período de internação. Com relação à sazonalidade, foram observados três picos de 

positividade, em setembro e outubro de 2008 (63,6%); e em fevereiro de 2010 (62,1%), não 

sendo notada nenhuma correlação com os parâmetros climáticos de pluviosidade, umidade e 

temperatura. Com este estudo, demonstrou-se a importância dos NoVs como enteropatógenos 

virais associados à GEA em crianças hospitalizadas em Belém, indicando a necessidade de 

uma vigilância ativa, a fim de evitar maior morbidade e possível mortalidade ocasionada por 

esse vírus na população infantil. 

Palavras chave: Gastrenterite, norovírus, crianças, hospital. 

 

 

 



Abstract 

The Norovirus (NoVs), Caliciviridae family, is related with acute gastroenteritis (AGE) in 

people of all ages groups. Its importance as cause of outbreaks have been confirmed, which 

occur mainly indoors. Its transmission is mainly by the fecal-oral route through contaminated 

water and food, and person to person contact. The disease usually is characterized by diarrhea, 

vomiting, nausea and abdominal cramps. The aim of this study was to demonstrate the 

importance of NoVs as pathogen associated with hospital admissions of children with AGE in 

Belém, Pará. The collection of fecal specimens occurred from May 2008 to April 2011, being 

only tested the samples with negative results for rotavirus. The enzyme immunoassay (EIA) 

and the reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) were used for NoVs 

detection. The samples with positive results by EIA and negative by RT-PCR, were submitted 

to the semi-nested RT-PCR, and the ones with remain negative, were tested by the real-time 

PCR. A total of 483 samples were analyzed with a positivity of 35.4% (171/483). Adopting 

the RT-PCR as the reference method, the EIA had a sensitivity of 85.9% and a specificity of 

93.4% with excellent reproducibility between them (kappa = 0.8, p <0.0001). The 22 samples 

positive only by EIA were tested first by semi-nested RT-PCR and after by real-time PCR, 

with a positivity of 63.6% (14/22) and 75% (6/8), respectively. The partial nucleotide 

sequencing of ORF1 region demonstrated the presence of GII.4d (80.8%-42/52), GII.7 (7.7%-

4/52) and GII.b (11.5%-6/52) genotypes. Sequencing was performed in 64.3% (9/14) of the 

samples positive only by semi-nested RT-PCR, also corresponding to ORF1, which 55.6% 

(5/9) were classified as GII.4d and 44.4% (4/9) as GII.b. Of the six samples classified as 

GII.b, five were characterized as GII.3 when sequenced with primers specifics for the capsid 

region, suggesting the possibility of recombinants samples. A higher infection rate was 

observed in children under 2 years of age (90.1%-154/171) and the main symptoms were 

vomiting (95.8%-137/143) and dehydration (94.4%-118/25), considering the diarrhea was an 

inclusion criterion. Most infected children had more than 9 days of diarrhea (41.2%), 4 

evacuations per day (43.9%) and more than 5 episodes of vomiting (90%) during 

hospitalization. Regarding seasonality, three peaks of positivity were observed in September 

and October 2008 (63.6%), and in February 2010 (62.1%). Any correlation with the climatic 

parameters of rainfall, humidity and temperature was demonstrated. This study confirmed the 

importance of NoVs as viral enteropathogen associated with AGE among hospitalized 

children in Belém, imposing the necessity of an active surveillance, in order to avoid possible 

morbidity caused by this virus in childhood. 

Key words: Gastroenteritis, norovirus, children, hospital. 
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1 INTRODUÇÃO 

A gastrenterite, tanto epidêmica quanto esporádica, é uma das principais causas de 

morbidade e mortalidade entre pessoas de todas as faixas etárias, sendo responsável, 

anualmente, por mais de 1,8 milhões de mortes de crianças menores de 5 anos de idade em 

todo o mundo (BRYCE et al., 2005). A causa da doença inclui uma ampla variedade de 

patógenos como bactérias, parasitas e vírus; contudo, em muitos locais, a relativa contribuição 

desses agentes é desconhecida. Estudos a respeito da doença raramente avaliam todos os 

agentes etiológicos possíveis e, mesmo naqueles que o fazem, aproximadamente 40>50% dos 

casos da doença permanecem sem uma definição etiológica (PATEL et al., 2009). Estratégias 

de prevenção e tratamento são necessárias para que haja redução nas taxas de incidência das 

diarreias graves causadas por diversos agentes (PATEL et al., 2008). 

Dos principais enteropatógenos associados à gastrenterite, os vírus apresentam grande 

importância epidemiológica, dentre os quais se destacam os rotavírus (RoVs) do grupo A, 

calicivírus humanos (HuCVs) (gêneros Norovirus [NoVs] e Sapovirus), astrovírus humanos e 

adenovírus entéricos (tipos 40 e 41). Outros vírus menos conhecidos também estão 

relacionados a casos de gastrenterite tais como aichivírus, bocavírus, picobirnavírus, 

parechovírus humano, torovírus, coronavírus, pestivírus e enterovírus 22 (GLASS et al., 2001; 

WILHELMI et al., 2003; USHIJIMA, 2009). No entanto, quando considerados os surtos de 

diarreia em populações humanas, os NoVs assumem maior importância  (CASTILHO et al., 

2006).  

O NoVs é categorizado como um patógeno de categoria B pelo National Institute of 

Allergy and Infectious Diseases, agencia federal dos Estados Unidos (EUA) que promove 

pesquisa médica e investiga as causas e tratamentos para doenças comuns e raras, 

classificando os patógenos em categorias A, B ou C (em ordem decrescente de importância) 

conforme a necessidade de biodefesa contra eles (NIAID, 2007).  
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Esse vírus merece essa classificação devido a sua importante capacidade de provocar 

surtos de gastrenterite em populações expostas, especialmente em locais fechados como 

restaurantes, asilos, hospitais, acampamentos militares, navios, dentre outros. A ocorrência 

desses surtos pode assumir grandes proporções afetando centenas de pessoas e exigindo 

atendimento médico imediato e medidas de contenção da doença, como fechamento de 

estabelecimentos e descontaminação ambiental, o que nem sempre é de fácil procedimento. O 

NoVs é de interesse para pediatras por causar gastrenterite aguda grave em crianças, estando 

relacionado não raramente a surtos nosocomiais e em creches (MATSON E SZÜCS, 2003). 

Estudos empregando métodos moleculares de diagnóstico têm demonstrado que o 

NoVs é responsável por >90% dos surtos de gastrenterite não-bacteriana e ≈50% de todas as 

causas de gastrenterite epidêmica ocorridas no mundo (WIDDOWSON et al., 2005). Dados 

recentes sugerem que o impacto do NoVs é muito maior do que se previa antigamente, 

especialmente em pesquisas realizadas antes da década de 90, em que as técnicas de 

identificação (microscopia eletrônica [ME] e ensaios imunoenzimáticos [EIA]) eram restritas 

e pouco sensíveis, subestimando a verdadeira taxa de infecção desse agente na população 

(GLASS et al., 2000; AMAR et al., 2007). 

Apesar da prevalência global desse vírus, seu impacto econômico permanece 

desconhecido, sendo que o uso generalizado de métodos diagnósticos mais sensíveis poderá 

melhorar a vigilância e controle deste patógeno (LOPMAN, 2006; PATEL et al., 2008). 
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2 JUSTIFICATIVA 

Estudos estimam que, anualmente, os NoVs sejam responsáveis por ≈900.000 

episódios de gastrenterite que requerem visita clínica e ≈64.000 hospitalizações de crianças 

menores de 5 anos de idade, em países economicamente desenvolvidos. Nos países em 

desenvolvimento, a situação é mais alarmante. Acredita-se que ocorram mais de 1,1 milhões 

de hospitalizações e 128.000 mortes por ano (PATEL et al., 2008). 

Em todo o mundo, estudos de prevalência demonstram a presença desse agente 

infectando as mais diversas populações. No Brasil, os dados sobre a circulação do NoVs ainda 

são escassos, especialmente em pacientes hospitalizados ou vítimas de surtos, podendo-se 

citar alguns estudos realizados no Distrito Federal, Pará, Rio de Janeiro, Espírito Santo e em 

São Paulo, dentre outros, com positividades que variam de 1,9% a 39,7% (BORGES et al., 

2006; CASTILHO et al., 2006; RIBEIRO et al., 2008; VICTORIA et al., 2007; ARAGÃO et 

al., 2010). 

A possibilidade de aplicação da técnica de reação em cadeia mediada pela enzima 

polimerase, precedida de transcrição reversa (RT-PCR), no início da década de 1990, facilitou 

o diagnóstico do NoVs e permitiu um avanço considerável na pesquisa deste agente. Ressalta-

se que já é bem definida a importância deste vírus como responsável por ocasionar 

gastrenterite grave em pessoas de todas as faixas etárias, bem como sua associação com surtos 

(MEAD et al., 1999). 

Contudo, tem sido observado um aumento nas taxas de detecção deste agente (por 

exemplo, de 12,5% em 1990-1991 para 44,4% em 2010, nas cidades de Fortaleza e Belém, 

respectivamente) (PARKS et al., 1999; SIQUEIRA, et al., 2010a). Este aumento pode estar 

relacionado à melhora dos métodos diagnósticos ou à possibilidade de as noroviroses serem 

uma doença emergente na atualidade. Recentes pesquisas discutem se novas linhagens de 
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NoVs podem periodicamente emergir em nível local ou global, aumentando assim a 

incidência da doença (HALE et al., 2000; NOEL et al., 1999).  

Entretanto, um estudo de revisão sistemática que avaliou pesquisas conduzidas em 

diferentes localidades por um período de 18 anos, demonstrou que 75>100% dos casos de 

gastrenterite associados ao NoVs foram ocasionados por cepas pertencentes ao genogrupo (G) 

II, genótipo 4 (PATEL et al., 2008). Não está totalmente esclarecido o porquê desta linhagem 

ser a mais prevalente em todo o planeta, como também, se está relacionada a uma maior 

gravidade do quadro clínico, maior facilidade de escapar da resposta imune do hospedeiro 

e/ou maior transmissibilidade (WIDDOWSON et al., 2005). Assim sendo, pesquisas que 

visem definir a variabilidade genotípica deste agente, nas mais diversas localidades do globo, 

são importantes para estabelecer um panorama epidemiológico-molecular deste vírus, que 

pode embasar estudos futuros que visem à concepção de uma vacina.  

O aumento nas taxas de detecção do NoVs em diversas localidades e o grande prejuízo 

econômico causado pelo mesmo, tornam-no um problema de saúde pública, requerendo 

maiores esforços da comunidade científica mundial para melhorar as medidas de 

tratamento/prevenção e a vigilância desse agente. No entanto, as particularidades de cada 

região devem ser levadas em consideração, uma vez que nem sempre procedimentos 

previamente estabelecidos de logística hospitalar/ambulatorial e laboratorial podem ser 

aplicados em todas as localidades do mundo, mesmo que sejam de fácil execução. 

Diante deste panorama, é de fundamental importância a melhor caracterização desse 

vírus a fim de esclarecer seus aspectos epidemiológicos e moleculares, especialmente na 

Amazônia, onde em virtude das peculiaridades ambientais da região, muitos dados de 

sazonalidade e clima não se aplicam ao resto do mundo.  
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1 GASTRENTERITES 

Gastrenterite é um termo usado para definir a inflamação do trato gastrintestinal, 

inespecífico quanto aos possíveis agentes etiológicos envolvidos. Corresponde a vários 

estados patológicos do estômago e intestino, cuja principal manifestação é a diarreia, que 

pode ser associada a náuseas, vômitos e dor abdominal. Não existe um conceito universal de 

diarreia e muitas definições sobre a frequência, consistência e teor de água das fezes são 

relatados por diferentes autores, contudo, simplificadamente, a diarreia pode ser caracterizada 

como fezes que tomam a forma do recipiente em que estão armazenadas (DISKIN, 2009). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde, a diarreia consiste em três ou mais evacuações 

líquidas ou semilíquidas por um período de 24 horas, ou mais evacuações do que o habitual 

diário para cada indivíduo (WHO, 2011). 

Fisiologicamente, a diarreia de natureza osmótica é um tipo de fisiopatologia de 

diarreia aguda, que compreende um movimento alterado de íons e água que segue uma 

diferença de gradiente eletroquímico. Sob condições normais, o trato gastrintestinal tem 

grande capacidade de absorver líquidos e eletrólitos. O intestino recebe diariamente 8>9 litros 

de fluidos, contudo, somente 100>200 ml são excretados nas fezes. Quando patógenos 

entéricos acometem o organismo, pode haver alteração no balanço iônico e líquido, podendo 

gerar doença diarreica (HODGES E GILL, 2010). 

Essa doença pode rapidamente atingir proporções de uma epidemia dependendo do 

enteropatógeno causativo, gerando superlotação dos sistemas de saúde pública, mesmo nas 

sociedades economicamente favorecidas. Quando transmitida por água e alimentos 

contaminados que resultam em surtos em embarcações e aeronaves, sua identificação passa a 

ser de notificação compulsória conforme preconiza a Portaria nº 104 de 25 de janeiro de 2011 

do Ministério da Saúde, que define as terminologias adotadas em legislação nacional com 
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relação a doenças, agravos e eventos em saúde pública em todo o território nacional e 

estabelece fluxo, critérios, responsabilidades e atribuições aos profissionais e serviços de 

saúde (BRASIL, 2011). 

Trata-se de um problema de saúde pública de preocupação mundial. Informações 

precisas sobre esta enfermidade em nível global são subestimadas, especialmente nos países 

em desenvolvimento socioeconômico, nos quais se verifica constante inobservância na 

obrigatoriedade da notificação desta doença e a insuficiência de dados nas declarações de 

óbito quanto à causa básica (OLIVEIRA et al., 1998). 

Estima-se que ocorram anualmente cerca de 2>4 bilhões de episódios de diarreia, 

apresentando 4>6 milhões de óbitos em crianças, sendo os lactentes no primeiro ano de vida o 

principal grupo de risco, tanto no que diz respeito à incidência, como no risco para 

complicações e morte (ALMEIDA et al., 1998; CLARK E MCKENDRICK, 2004; HODGES 

E GILL, 2010). A prevalência da doença varia com diversos fatores, tais como a condição 

socioeconômica, a localização geográfica, a faixa etária da população estudada e as estações 

do ano (ALMEIDA et al., 1998). Essa frequência também varia de acordo com o 

enteropatógeno responsável (bactéria [51%], vírus [40%], Giardia lamblia [7-15%], 

Cryptosporidium parvum [7%]). Em países de baixa renda, as condições socioeconômicas da 

população favorecem a ocorrência de desnutrição infantil, o que se constitui um fator de 

agravo para os episódios de gastrenterite (LEE E GREIG, 2010; TERLETSKAIA-LADWIG 

et al., 2011). 

Estimativas sobre mortalidade infantil em 193 países demonstraram que 68% das 

mortes de crianças menores de 5 anos de idade foram causadas por doenças infecciosas, sendo 

15% em decorrência de diarreia. No Brasil, 5,3% das mortes de crianças nessa faixa etária 

estão associadas a essa enfermidade (BLACK et al., 2010). 
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No estado do Pará, os casos de diarreia são mais registrados em crianças com idade 

menor de 1 ano (média de 20 para 100 nascidos vivos); e é nesta faixa etária que se observa o 

maior número de internações, o maior coeficiente de letalidade hospitalar (2,1 óbitos em cada 

100 internações) e o maior coeficiente de mortalidade infantil (0,7 óbitos para 1000 nascidos 

vivos) em decorrência de gastrenterite. Acredita-se que esses dados sejam subestimados 

devido ao registro ineficiente das informações, especialmente em virtude da falta de 

notificação dos casos e da banalização que as doenças diarreicas assumem entre a população e 

os profissionais de saúde em geral (DIAS et al., 2010). 

 

3.1.1 Gastrenterite viral 

Vários enteropatógenos virais estão associados à gastrenterite que acomete pessoas de 

todas as idades, dentre os quais podemos citar como principais, os RoVs, NoVs, astrovírus 

humano e adenovírus entérico (OLIVEIRA et al., 1998). 

Os RoVs são responsáveis por 2 milhões de hospitalizações e 600-875 mil mortes por 

ano, apresentando infecção mais grave em crianças menores de 5 anos residentes em países 

em desenvolvimento. A maioria das infecções é ocasionada pelos RoVs do grupo A, porém os 

grupos B e C também podem causar diarreia em humanos. Os NoVs assumem maior 

importância quando considerados surtos de gastrenterite não-bacteriana, sendo responsáveis 

por >90% dos mesmos. Os astrovírus possuem um gênero que acomete o homem 

(Mamastrovírus), o qual se subdivide em 8 sorotipos, sendo o tipo 1 o mais prevalente em 

todo o mundo. Já os adenovírus apresentam até 51 sorotipos e seis subgêneros que infectam 

seres humanos; contudo, os principais relacionados a quadros de gastrenterite são os sorotipos 

40 e 41, membros da família F (considerados fastidiosos), que estão associados a até 15% das 

diarreias (CLARK E MCKENDRICK, 2004). 
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3.2 HISTÓRICO 

Nas décadas de 1940 e 1950, e principalmente a partir dos anos 1970, iniciou-se, no 

campo da virologia, a procura por um agente infeccioso que pudesse estar implicado nos 

casos de gastrenterite, dos quais a etiologia bacteriana havia sido excluída. A doença então 

chamada de “síndrome” era caracterizada por um conjunto de sinais/sintomas clínicos que 

envolviam vômito, diarreia e dores abdominais que podiam se manifestar isoladamente ou em 

conjunto. Esta enfermidade acometia uma grande parte da população e estudos envolvendo 

famílias demonstraram que, por um período de 10 anos, esta foi a segunda mais frequente 

moléstia. Desde a década de 1940, tentativas de cultivar e caracterizar in vitro o patógeno 

responsável pela doença foram realizadas em células de vários animais, incluindo macacos, 

contudo sem sucesso (KAPIKIAN, 2000). 

Em 1971, Kapikian et al. (1972) utilizaram um filtrado proveniente de uma amostra de 

swab retal pertencente a um adulto acometido por diarreia durante um surto ocorrido em uma 

escola primária na cidade de Norwalk, Ohio, EUA, para infectar voluntários via oral. Dos 3 

voluntários inoculados, dois apresentaram sintomas típicos da síndrome, os quais persistiram 

mesmo após duas inoculações seriadas. Estudos de caracterização revelaram que o agente 

causador possuía menos de 36 nm de diâmetro e era resistente a éter, ácido e aquecimento a 

60ºC por 30 minutos. 

Na tentativa de se identificar esse patógeno, foi empregada a técnica de Imuno-

microscopia eletrônica (IME), utilizando fezes e soro de um desses voluntários, em que foi 

observado um agregado de partículas não envelopadas com cerca de 27 nm de diâmetro 

similares aos rinovírus (figura 1) (KAPIKIAN, 2000). 
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Figura 1. Aglomerado de partículas de norovírus observado, pela primeira vez por IME, no 

estudo realizado por Kapikian et al. (1972), a partir de filtrado fecal  de amostra de voluntário. 

 

Desta forma, foi então identificado o fastidioso patógeno responsável pela síndrome 

que acometia, e ainda hoje acomete, grande parte da população mundial, denominado 

inicialmente de agente de Norwalk devido ao local onde ocorreu o surto. Amostras coletadas 

em outras localidades e que apresentavam as mesmas características quando visualizadas à 

IME eram denominadas de Norwalk like virus ou nomeadas com o nome do local de detecção. 

Genericamente, eram chamados de pequenos vírus de estrutura arredondada (Small Round 

Structure Virus) (KAPIKIAN et al., 1972). 

Apesar de terem sido descobertos oficialmente em 1972, o conhecimento acerca desse 

patógeno ficou muito limitado em virtude de o mesmo não se propagar em cultura de células e 

não existir, até então, um modelo animal eficiente para os estudos. Em 1990, Jiang e 

colaboradores realizaram os primeiros estudos envolvendo técnicas mais avançadas como a 

clonagem do genoma viral. Foram construídas bibliotecas de cDNA a partir da extração do 

ácido nucléico de vírions, provenientes de amostras de fezes de voluntários, que após 

clonadas, permitiram saber que o vírus possui genoma de RNA de fita simples, senso 

positivo, poliadenilado na extremidade 3’end, com cerca de 7,5 kilobases (kb) e com uma 

enzima polimerase RNA dependente (RdRp). 
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Ainda no início da década de 1990, Jiang et al. (1992) produziram a proteína do 

capsídeo utilizando um sistema de tradução em células livre e baculovírus recombinantes. Os 

produtos expressos demonstraram que foi possível produzir artificialmente proteínas 

similares, em tamanho e aparência, àquelas vistas nos NoVs nativos, cuja antigenicidade foi 

testada por imunoprecipitação e EIA. Este estudo foi de grande importância para a pesquisa 

dos NoVs, pois permitiu trabalhar com um grande número de partículas virais recombinantes, 

possibilitando o desenvolvimento de testes seguros, rápidos e sensíveis. Pode ser considerado 

um marco na pesquisa deste patógeno, pois iniciou os estudos do genoma viral em nível 

estrutural. 

Em 1993, ainda Jiang e colaboradores fizeram mais uma importante contribuição para 

a pesquisa dos NoVs. Dando continuidade ao estudo de clonagem desenvolvido em 1990, foi 

realizada sua completa caracterização molecular, que permitiu saber que o vírus é composto 

por um genoma com 7642 nucleotídeos (excluindo sequencias de cauda poli-A), apresenta 

cerca de 48% de bases G+C e é dividido em 3 matrizes de leitura. Com o conhecimento mais 

detalhado da organização genômica deste patógeno, somado aos aspectos morfológicos, de 

tamanho e polaridade, foi então possível observar que o mesmo se assemelhava muito a 

outros dois calicivírus de interesse veterinário, indicando que os então chamados Norwalk 

vírus, pertenciam a esta família, o que foi posteriormente aceito pela comunidade acadêmica. 

 

3.3 CLASSIFICAÇÃO 

3.3.1 Família Caliciviridae  

A família Caliciviridae apresenta cinco gêneros, dois importantes na saúde humana 

(Norovirus e Sapovirus) e três de interesse veterinário (Lagovirus, Vesivirus e Nebovirus) 

cada um representando um distinto clado genético dentro da família. Embora a maioria dos 

estudos diagnósticos tenham sido concebidos visando a detecção dos NoVs, o que 



23 

 

provavelmente levou a uma subvalorização da relevância dos sapovírus, é inegável a 

importância epidemiológica dos NoVs como o principal membro dos HuCVs nos quadros de 

diarreia grave (MATSON E SZÜCS, 2003; CLARK et al., 2012). 

Em cada gênero, uma ou mais espécies têm sido definidas baseadas em relações 

genéticas. Abaixo do nível de espécie, sistemas de tipagem genética provisória determinam os 

genogrupos, que são divididos em genótipos (GREEN, 2007). O Nebovirus, gênero não 

patogênico aos humanos, foi incluído recentemente na família (CARSTENS, 2010). Estudos 

sugerem a introdução de outros potenciais gêneros como os Tulane vírus detectados em 

macacos reshus, Bavaria vírus encontrados em frangos e os Valovírus em porcos adultos, 

contudo, os mesmos ainda não foram reconhecidos pelo Comitê Internacional de Taxonomia 

em Viroses (FARKAS et al., 2008; L’HOMME et al., 2009; WOLF et al., 2011). O quadro 1 

apresenta a estrutura taxonômica dos gêneros de calicivírus. 

 

Gênero Vírus representativo Linhagem representativa 

Norovirus Norwalk virus Hu/NoV/GI.1/Norwalk/1968/US 

Sapovirus Sapporo virus Hu/SaV/GI.1/Sapporo/1982/JP 

Lagovirus 

Vírus da doença hemorrágica de 

coelhos 
Ra/LaV/RHDV/GH/1988/DE 

Vírus da síndrome da lebre marrom 

europeia 
Ha/LaV/EBHSV/GD/1989/FR 

Vesivirus 

Vírus do exantema vesicular de suínos Sw/VeV/VESV/A48/1948/US 

Calicivírus felino Fe/VeV/FCV/F9/1958/US 

Nebovirus Newbury-1 virus Bo/Newbury1/1976/UK 

 

Quadro 1. Estrutura taxonômica dos calicivírus. Os criptogramas que simbolizam as 

linhagens representativas são organizados da seguinte maneira: Hospedeiro de onde o vírus 

foi obtido / Gênero / Vírus representativo ou Genogrupo / Nome da linhagem / Ano de 

ocorrência / País de origem. Quadro adaptado de Oliver et al. (2006) e Green et al. (2007). 
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3.3.2 Gênero Norovirus 

Não há consenso acerca de critérios para a padronização da classificação genotípica do 

NoVs. É estabelecido que existam 5 genogrupos dentro do gênero (GI, GII, GIII, GIV e GV), 

no entanto, poucos estudos filogenéticos consideram a sequência genômica completa do 

capsídeo e raros incluem sequências dos 5 genogrupos na determinação dos genótipos 

(GREEN et al., 2000) (figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Classificação dos norovírus em 5 genogrupos (GI-GV) e 35 genótipos baseados na 

diversidade genética da proteína completa do capsídeo (VP1). Árvore filogenética adaptada 

do CDC (2011). 

 

GII (Humano e suíno) 

GV (Murino) 

GI (Humano) 

GIII (Bovino) 

GIV (Humano e canino) 
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Com o objetivo de simplificar e de certo modo uniformizar os difíceis critérios de 

classificação dos NoVs, Zheng et al. (2006) propuseram uma nova classificação da 

nomenclatura deste gênero, baseada em um esquema filogenético bem definido, envolvendo a 

análise de linhagens por múltiplos métodos de cálculo de distância e avaliação das sequências 

genômicas da proteína do capsídeo dos 5 genogrupos aceitos, determinando 29 genótipos 

circulantes. Contudo, dados mais recentes publicados pelos Centros de Controle de Doenças e 

Prevenção dos EUA apresentam outra classificação genotípica (quadro 2). 

Genogrupo Hospedeiro Genótipos Nº de Genótipos 

GI Humano 1-8 8 

GII 
Humano 1-10, 12-17, 20, 21 

21 
Suíno 11, 18, 19 

GIII Bovino 1-3 3 

GIV 
Humano 1 

2 
Canino 2 

GV Murino 1 1 

Total 5  35 

 

Quadro 2. Genogrupos e genótipos pertencentes ao gênero Norovirus. Quadro adaptado do 

CDC (2011). 

 

Em contrapartida, Phan et al. (2007) propuseram uma nova nomenclatura baseada na 

análise genética do domínio S e N-terminal de sequências do gene do capsídeo de linhagens 

de referência caracterizadas ao redor do mundo e disponíveis no GenBank. Nesta 

classificação, os autores dividem o NoVs em sete genogrupos (GI-GVII), sendo GI, GIV, GVI 

e GVII encontrados exclusivamente em humanos, GII incluindo cepas humana e suína, GIII 

encontrado apenas em bovinos e GV em murinos. 

Outros estudos sugerem a presença de mais 3 genótipos: um em GII, que além de 

humanos e suínos, também infectaria bovinos assim como o GIII; outro genótipo em GIII que 
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estaria relacionado à infecção em ovelhas; e um terceiro em GIV que foi descrito infectando 

um leão (MARTELLA et al., 2007; MATTISON et al., 2007; WOLF et al., 2009). 

. 

3.4 ESTRUTURA MORFOLÓGICA, PROTÉICA E GENÔMICA 

Os calicivírus possuem capsídeo icosaédrico composto por múltiplas cópias da maior 

proteína estrutural. Cerca de 180 moléculas da proteína do capsídeo são codificadas pela 

segunda matriz de leitura aberta do genoma e organizadas em 90 capsômeros diméricos que 

formam 32 depressões em forma de cálice. É composto por duas proteínas estruturais (VP1 

[proteína maior] e VP2 [proteína menor]), na qual a VP1 assume maior importância, levando 

muitos autores a considerar a presença de apenas uma proteína estrutural nos NoVs. Capsídeo 

composto por uma única proteína estrutural é característica comum aos vírus que infectam 

plantas, porém raro nos que infectam animais. Além dos calicivírus, o único exemplo 

conhecido é a família Nodaviridae que infecta insetos (HOSUR et al., 1987). Assim sendo, os 

determinantes funcionais da integridade estrutural, imunogenicidade e infectividade são 

definidos a partir dessa única proteína. Dessa maneira, os calicivírus possuem todas as 

características dos vírus que infectam animais, contudo, têm a simplicidade estrutural 

daqueles que infectam plantas, tornando-se únicos dentre os vírus (PRASAD et al., 2000). 

O NoVs é caracterizado como um vírus de RNA fita simples, senso-positivo, não 

envelopado, medindo de 27 a 40 nm de diâmetro e com 7,5 kb. Apresentam superfície externa 

de aspecto rugoso e com espículas pouco pronunciadas (GREEN et al., 2007). 

Seu genoma contém três matrizes de leitura aberta (ORF): ORF 1, ORF 2 e ORF 3 

(figura 3). A ORF 1 codifica uma poliproteína não estrutural de 1738 aminoácidos (aa) que 

pode ser clivada em 6 proteínas, incluindo a RdRp. A ORF 2 codifica a VP1 de 530 a 555 aa e 

que possui dois domínios: S e P. O domínio S contém elementos essenciais para a formação 

do icosaédro. O domínio P está dividido em dois subdomínios: P1 e P2, os quais interagem 
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em contatos diméricos aumentando a estabilidade do capsídeo e formando as protrusões no 

vírion. A ORF 3 codifica a proteína menor do capsídeo (VP2) de 208 a 268 aa que atua na 

encapsidação do RNA genômico e na estabilização dos blocos capsídicos da VP1 para 

produzir partículas que sejam resistentes à degradação proteolítica (ATMAR E ESTES, 2001; 

HARDY, 2005). 

 

Figura 3. Organização genômica e protéica dos norovírus baseada na linhagem representativa 

(Hu/NoV/GI.1/Norwalk/1968/US), código M87661 de acesso no GenBank. Faixa amarela 

corresponde à região do genoma que codifica as proteínas. p48: Proteína p48; NTPase: 

Proteína Nucleosídeo Trifosfatase; p22: Proteína p22; VPg: Proteína de união ao genoma; 

3CLpro: Proteinase; RdRp: Polimerase; VP1: Proteína principal do capsídeo; VP2: Proteína 

menor do capsídeo. Faixa azul: apresenta as matrizes de leitura aberta. Círculo laranja: 

Proteína VPg. (A)n: Cauda Poli (A). Esquema adaptado de Vinjé et al. (2004), Hardy (2005), 

Green et al. (2007) e Siebenga et al. (2009). 

 

Os diversos estudos de filogenia realizados com o NoVs concentraram-se nas regiões 

da RdRp e da proteína do capsídeo. As regiões A e B (partes do gene da RdRp localizado na 

ORF1) compreendem a região mais conservada do genoma viral, sendo portanto, mais 

adequada para a detecção dos NoVs (JIANG et al., 1999; FANKHAUSER et al., 2002). As 
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regiões C (uma pequena extensão da região 5’end da ORF2) e D (região 3’end da ORF2) 

codificam parcialmente a proteína VP1 do capsídeo e são mais indicadas para a caracterização 

molecular de diferentes genótipos, sendo a região D a mais recomendada para a 

caracterização de variantes GII.4 e utilizada como uma alternativa eficiente ao 

sequenciamento completo da VP1 que apresenta cerca de 1600 nucleotídeos (VINJÉ et al., 

2004; MATTISON et al., 2009; SIEBENGA et al., 2009). Existe ainda a região E localizada 

entre as regiões C e D. 

 

3.5 PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS E VIABILIDADE NO AMBIENTE 

A densidade de sedimentação dos NoVs em CsCl é de 1,33 a 1,41 g/cm³. Os vírions 

preservam sua infectividade ao serem expostos a agentes físico-químicos como soluções 

cloradas (concentrações de 3,75 a 6,25 mg/L), após tratamento com éter a 20%, ao calor de 

até 60ºC por 30 minutos ou a baixas temperaturas. Também são resistentes a pH ácido. No 

entanto, concentrações de cloro superiores a 10 mg/L são capazes de inativar esses agentes, 

bem como a exposição a etanol a 70% por 30 minutos (DUIZER et al., 2004a; GREEN et al., 

2007). 

O fato dos NoVs humanos serem incultiváveis em sistema de cultura celular 

rotineiramente utilizados nos laboratórios, dificulta a realização de estudos que estimem a 

infectividade destes vírus no ambiente, contudo, algumas pesquisas envolvendo possíveis 

substitutos aos NoVs permitem mensurar a viabilidade da partícula viral fora do hospedeiro 

(MARSHALL E BRUGGINK, 2011). 

Doultree e colaboradores (1999) utilizaram os calicivírus de felinos como substitutos 

aos NoVs humanos em um estudo que verificou a sobrevivência deste patógeno a uma 

variedade de condições ambientais. Foi observado que esse vírus sobreviveu por até 60 dias a 
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4ºC (com perda mínima de infectividade) e permaneceu estável à temperatura ambiente por 

14 a 21 dias quando suspensos em meio de cultura e 21 a 28 dias, em ambiente seco.  

Bae e Schwab (2008) compararam a sobrevivência dos calicivírus de felinos com o 

NoVs murino em água, e concluíram que o último apresentou maiores taxas de sobrevivência, 

com menos perda de infectividade e de integridade do ácido nucléico a 25ºC. Outro estudo 

conduzido por Lamhoujeb e colaboradores (2009) verificou a infectividade dos NoVs em 

superfícies de materiais que comumente entram em contato com alimentos, como aço 

inoxidável (usado na fabricação de talheres) e policloreto de polivinila, conhecido por PVC 

(usado em recipientes que armazenam alimentos). Neste estudo, foi observado que os NoVs 

humanos permanecem infecciosos nestas superfícies por até 28 dias a 20ºC. 

 

3.6 REPLICAÇÃO VIRAL 

Os calicivírus compartilham muitas estratégias de replicação observadas em outros 

vírus de polaridade positiva. Primeiramente, o vírus interage com a célula do hospedeiro via 

receptor vírus-específico, permitindo a entrada da partícula no citoplasma da célula. 

Posteriormente, o RNA genômico do vírus é liberado e ocorrem interações com a célula que, 

até o momento são pouco conhecidas. O início da tradução é mediada pela proteína VPg e 

ocorre pela interação do genoma viral com os mecanismos de tradução celular. A ORF 1 é 

traduzida para produzir a poliproteína não estrutural. O início da síntese de uma fita simples 

de RNA antisense, a partir do template, ocorre envolvendo interações com as proteínas 

celulares. Da mesma forma que todos os outros vírus de RNA senso-positivos, a replicação 

está associada com as membranas da célula do hospedeiro. Os mecanismos de 

empacotamento do RNA viral, maturação e liberação celular são pouco compreendidos, 

contudo, a apoptose celular pode facilitar a liberação dos vírus (GREEN et al., 2007). 
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3.7 MODELOS DE INFECÇÃO IN VITRO 

O tropismo celular dos NoVs humanos ainda é desconhecido. Diversas tentativas de se 

identificar um sistema de cultura eficaz para este patógeno já foram feitas, porém sem 

sucesso. A inabilidade destes vírus em se propagarem em meios de cultivo artificiais é o 

maior obstáculo para estudá-los (DUIZER et al., 2004b; KARST, 2010). Biópsias intestinais 

de voluntários infectados com NoVs GI.1 e GII.1 demonstraram pela ME, não haver presença 

de partículas virais neste tipo de material (AGUS et al., 1973; DOLIN et al., 1975). Contudo, 

recentes estudos em modelos animais sugerem que múltiplos tipos de células intestinais, 

incluindo enterócitos, macrófagos e células dendríticas podem apresentar, mesmo que em 

baixo nível, alguma replicação in vitro (KARST, 2010). 

Na literatura, já foi reportada a infecção de NoVs em um modelo tridimensional do 

epitélio intestinal humano, contudo com resultados questionáveis (STRAUB et al., 2007). 

Pesquisas demonstram a infecção de suínos e bezerros gnotobióticos pela linhagem HS66, 

pertencente ao NoVs GII.4. Esses animais desenvolveram diarreia e os bezerros apresentaram 

mudanças histopatológicas evidentes. Nos suínos, observaram-se partículas virais e capsídeo 

viral nas vesículas citoplasmáticas dos enterócitos localizados na extremidade apical e ao 

longo das vilosidades, porém ausentes nas criptas do duodeno e jejuno (CHEETHAM et al., 

2006; SOUZA et al., 2008). 

O NoVs que infecta murino vem sendo alvo de muitas pesquisas envolvendo o cultivo 

celular deste patógeno. Por ser naturalmente entérico, é muito útil neste campo de pesquisa, 

haja vista ser oralmente infeccioso, podendo ser encontrado na mucosa do intestino e nos 

nódulos linfáticos mesentéricos durante a infecção, bem como ser expelido pelas fezes, o que 

permite seu isolamento. É conhecido por se replicar em células dendríticas e macrófagos 

derivados de monócitos isolados de células mononucleares do sangue periférico, porém, não é 

cultivável em outros tipos celulares (WOBUS et al., 2004, 2006; HSU et al., 2006; 
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MUMPHREY et al., 2007; PERRY et al., 2009; KIM et al., 2010). Já foi descrito que este 

NoVs provoca diminuição da consistência das fezes e inflamação intestinal moderada em 

camundongos selvagens infectados (MUMPHREY et al., 2007; LIU et al., 2009). 

Baseado no tropismo observado no NoVs murino, tentou-se cultivar o vírus Norwalk 

G1.1 em células dendríticas e macrófagos, porém sem evidencia de replicação viral (KARST, 

2010). Também já foi relatado que ratos imunodeficientes naturalmente infectados com NoVs 

murino, apresentaram antígeno viral no citoplasma de células inflamatórias no fígado, baço, 

lâmina própria intestinal, folículos linfóides do intestino, pulmão, cavidades pleural e 

peritoneal, e nódulos linfáticos mesentéricos (WARD et al., 2006, PERDUE et al., 2007). 

Acredita-se que o interferon possa restringir o tropismo celular de NoVs, como já foi 

demonstrado para outros vírus (RYMAN et al., 2000). Se este for o caso, o diferente tropismo 

celular apresentado pelos NoVs pode ser definido conforme a diferente sensibilidade dos 

vírus às respostas de interferon (KARST, 2010). 

 

3.8 VARIABILIDADE E RECOMBINAÇÃO 

A recombinação de RNA é uma das forças motrizes da evolução dos vírus. Pode afetar 

os agrupamentos filogenéticos, aumentar a virulência e confundir estudos epidemiológicos e 

moleculares, tendo grandes implicações nas estratégias de concepção de vacinas (BULL et al., 

2007).  

Pode-se definir um NoVs recombinante a partir da análise filogenética de duas regiões 

diferentes do genoma, geralmente o capsídeo e a RdRp, de clusters de dois grupos distintos 

(BULL et al., 2005). Os eventos de recombinação já foram descritos ocorrendo entre as 

regiões ORF 1/ORF 2, RdRp/ORF 2 e ORF2/ORF3 (WATERS et al., 2007; ROHAYEM et 

al., 2005; CHHABRA et al., 2010). Existem três tipos de recombinação: intergenogrupo 

(entre genogrupos distintos), intergenotipo (entre genótipos distintos) e intragenotipo (entre 
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mesmos genótipos), sendo a recombinação intergenotípica a mais frequentemente observada. 

Alguns pesquisadores ainda dividem as cepas em intersubgenotipos recombinantes (PHAN et 

al., 2007). Somente uma recombinação intergenogrupo já foi reportada na literatura ocorrendo 

entre GI.3/GII.4 e nove recombinações intragenotípicas entre GII já foram relatadas 

(ROHAYEM et al., 2005; ETHERINGTON et al., 2006; PHAN et al., 2006). 

A recombinação é mais observada em 3 dos 5 genogrupos (GI, GII e GIII) 

(KATAYAMA et al., 2002; HAN et al., 2004). Contudo, GII apresenta o maior número de 

genótipos variantes do tipo 4 que causam a maioria dos surtos e casos esporádicos no mundo 

(CASTILHO et al., 2006). No entanto, um recombinante GII.b/GII.3 tem sido descrito como 

o principal responsável por surtos na Europa, Austrália e Ásia (AMBERT-BALAY et al., 

2005; BULL et al., 2005; PHAN et al., 2006, 2007). 

Não existe uma classificação específica para linhagens recombinantes e um sistema de 

genotipagem amplamente aceito ainda é necessário, gerando dificuldades em definir o número 

e tipos de recombinantes em circulação. Apesar dessas dificuldades, pesquisas demonstram a 

maior circulação de 20 diferentes tipos recombinantes de NoVs no mundo (um GI, 17 GII e 

dois GIII) (BULL et al., 2007).  

Existem vírions pertencentes ao genogrupo II, que ao terem a região da RdRp de seus 

genomas sequenciada, não apresentam classificação conhecida. Entretanto, quando 

sequenciada a região do capsídeo, podem apresentar alguma classificação, porém diferente 

daquela observada pela RdRp, sendo então denominadas de variantes. Para essas cepas, há a 

necessidade de um sistema de classificação que as diferencie daquelas que apresentam igual 

classificação quando caracterizadas por ambas as regiões do genoma (RdRp e capsídeo), 

sendo comumente caracterizadas como GII.a, GII.b, GII.c, GII.d ou GII.e (BUESA et al., 

2002; BULL et al.,  2007). 



33 

 

A identificação de novos clusters não é incomum. Diferentes grupos de pesquisa têm 

caracterizado cepas circulantes de NoVs e constantemente tem relatado novos genótipos 

(VIDAL et al., 2006). 

Na Austrália foram detectados diversos genótipos (GII.1, GII.3, GII.4, GII.6, GII.7 e  

GII.10) de NoVs por Nested RT-PCR/sequenciamento em amostras fecais coletadas de surtos 

e casos esporádicos de diarreia entre 1997 e 2004. Neste estudo se observou a presença de um 

GII.4 variante que foi responsável por 18 surtos, sendo também descrito como agente 

etiológico de epidemias na Holanda, Japão e Taiwan entre 2004 e 2005 (BULL et al., 2006). 

No Chile, a análise parcial do genoma do capsídeo e da RdRp de amostras 

provenientes de 13 surtos ocorridos entre 2001 e 2003 demonstrou que os mesmos foram 

ocasionados por cepas geneticamente diversas, agrupadas principalmente dentro de GII e por 

5 possíveis linhagens recombinantes (VIDAL et al., 2006). 

No Japão, entre 2004 e 2005, foram testadas por RT-PCR convencional amostras de 

casos esporádicos de gastrenterite em que se detectaram vários genótipos (GII.1, GII.2, GII.3, 

GII.4, GII.6 e GII.7). Neste estudo se observou quatro tipos recombinantes co-circulando e a 

linhagem GII.b surgiu como a principal responsável pelos quadros de diarreia no Japão 

(PHAN et al., 2007). 

Outras linhagens também foram observadas no Japão em uma pesquisa envolvendo 

100 surtos ocorridos em hospitais, asilos, escolas e instalações sociais em 2006. Foram 

detectados os tipos GI.4, GI.8, GII.2, GII.3, GII.4 e GII.12. Com relação ao genótipo GII.4, 

três diferentes subtipos foram observados (GII.4d, GII.4e e GII.4f) sendo o último o mais 

prevalente (OKADA et al., 2007). 

Na Suécia, amostras de 115 surtos nosocomiais ocorridos em hospitais, asilos e outras 

instituições de saúde entre 1997 e 2005 foram testadas e demonstraram que as duas principais 
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epidemias ocorridas nos invernos de 2002/2003 e 2004/2005 foram ocasionadas por duas 

cepas variantes fortemente relacionadas com GII.4 (JOHANSEN et al., 2008). 

Na Índia, um estudo da análise parcial do gene da RdRp e do capsídeo, envolvendo 

crianças diarreicas positivas para NoVs demonstrou uma nova variante de GII.4, denominada 

GII.4/2007 e outros 3 novos intergenotipos recombinantes de GII, indicando a marcante 

variabilidade genética dos NoVs nesse país (NAYAKA et al., 2009). Também na Índia, 

espécimes fecais de crianças menores de 5 anos hospitalizadas e atendidas ambulatorialmente 

foram testadas por RT-PCR convencional, observando-se a co-circulação de GII.1, GII.2, 

GII.3 e da variante GII.b, detectada pela primeira vez nesse país (CHHABRA E 

CHITAMBAR, 2008). Esta última também foi a mais prevalente em crianças menores de 2 

anos e meio de idade atendidas em um hospital holandês durante 5 invernos consecutivos 

(2002-2007) (BEERSMA et al., 2009). 

Em 2006 foi registrado, na Austrália e Nova Zelândia, o surgimento de duas novas 

variantes GII.4 (2006a e 2006b) que foram implicadas como as responsáveis pelo aumento da 

gastrenterite em toda a Europa naquele ano (TU et al., 2008). Ainda em 2006, a cepa 2006a 

foi a principal responsável por um surto de gastrenterite ocorrido na Alemanha (HOFFMANN 

et al., 2010). Em 2007 e 2008 foi descrita, na Coréia do Sul, a ocorrência de GII.4 em 

amostras provenientes de crianças com gastrenterite aguda, estando as mesmas intimamente 

relacionadas com a cepa 2006b também descrita na China, Hong Kong, e Japão (LE et al., 

2010). 

Um estudo realizado no Canadá analisou 707 surtos ocorridos na província de Alberta 

e territórios do norte por um período de 9 anos (2000-2008). A caracterização molecular das 

amostras demonstrou uma grande variedade de cepas GII.4 consideradas variantes (GII.4-

1996, GII.4-2002, GII.4-2004, GII.4-2006a, GII.4-2006b, GII.4-2008a e GII.4-2008b). As 

duas variantes que surgiram em 2006 tiveram ampla distribuição geográfica e ocasionaram a 
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maioria dos surtos em comparação com as demais. As linhagens variantes foram mais 

comumente associadas com surtos em hospitais, enquanto as não variantes foram mais 

prevalentes em escolas e eventos sociais (PANG et al., 2010). 

Um estudo analisou surtos ocorridos em vários países nos cinco continentes entre os 

anos de 2001 e 2007 e observou oito variantes de GII.4, sendo quatro de distribuição global 

(linhagens 1996, 2002, 2004 e 2006b). As variantes 2001Japan e 2001Henry também foram 

encontradas em todo o mundo, porém em baixa frequência; e a 2003Asia e 2006a causaram 

epidemias geograficamente limitadas (SIEBENGA et al., 2009). 

Na Alemanha, durante surto de gastrenterite ocorrido em 2006, duas cepas foram 

detectadas, a GII.4-2006a que foi a predominante e a GII.7 que acometeu dois indivíduos 

imunocomprometidos. Nestes pacientes, o genótipo observado foi similar ao isolado em 1990 

e 1994 na Ásia, sugerindo uma lenta evolução viral, com evidencia de recombinação 

(HOFFMANN et al., 2010). 

 

3.9 PATOFISIOLOGIA DA INFECÇÃO VIRAL 

 A infecção por NoVs é autolimitada, com duração em geral de 24-48 horas, que pode 

ou não requerer hospitalização e terapia de reidratação. Por muito tempo, o conhecimento 

acerca da patogênese da infecção viral foi habitualmente obtido de estudos de inoculação em 

voluntários (GRAHAM et al., 1994).  

O vírus provoca lesões histopatológicas transitórias na mucosa do intestino delgado, 

que inclui alargamento das vilosidades e o encurtamento dos microvilos. Infiltração de células 

mononucleares na lâmina própria e vacuolização do citoplasma são observadas em pessoas 

infectadas. Ainda não foi detectado o vírus ou o antígeno viral nas células intestinais, porém 

estão presentes nas fezes e no vômito. A excreção viral atinge seu pico no primeiro e no 

segundo dia após a infecção, podendo continuar por mais duas semanas (alguns autores 
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afirmam até 100 dias), mesmo após os sintomas clínicos terem cessado. Podem, também, ser 

excretados por indivíduos assintomáticos (infecções subclínicas). Na fase aguda da doença, as 

mucosas gástrica e retal não são afetadas histologicamente e os níveis de adenilato ciclase na 

mucosa jejunal não são alterados, ou seja, sem o aumento da presença dessa enzima, não há a 

produção de adenosina monofosfato cíclico (AMPc), que resultaria em hipersecreção de 

eletrólitos e água, gerando diarreia do tipo secretora, frequentemente de grave intensidade 

(KAPIKIAN et al., 1996; ESTES et al., 2000; KIRKWOOD E STREITBERG, 2008; LOPES 

E PINTO, 2010). 

Todavia, vários fatores virais podem interferir com as funções celulares básicas, sem 

causar morte celular, porém gerando quadro diarreico. Uma delas é a proteinase 3C-like 

(3CLpro), que é semelhante a uma enzima previamente descrita em rinovírus chamado 3Cpro. 

Esta enzima interfere com tradução eucariótica pela clivagem da cauda poli (A) do material 

genético da célula infectada. A inibição da tradução na célula do hospedeiro pode limitar a 

abundância de reguladores importantes da homeostase intestinal. Outro mecanismo que tem o 

potencial de interferir com proteínas do hospedeiro envolve a proteína não-estrutural p48 do 

vírus, a qual interage com outras que são reguladoras de tráfego de vesícula. Tal como 

acontece com a inibição da tradução, a inibição do tráfego de proteína é susceptível de 

interferir com processos celulares críticos para manter a função de absorção (HODGES E 

GILL, 2010).  

Recentemente foi realizado um estudo com biópsias intestinais de pacientes que 

sofreram de infecção por NoVs. Em 123 observações iniciais, verificou-se que a altura das 

vilosidades foi reduzida em 25% dos casos, enquanto a profundidade das criptas permaneceu 

inalterada, reduzindo a superfície total de absorção do epitélio (figura 4). Os níveis de Na
+
 

não foram alterados, no entanto houve um aumento da secreção de íons Cl
-
 além de uma 

acentuada diminuição na resistência transepitelial. Pelo fato de só recentemente as pesquisas 
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em cultura de células terem avançado, o entendimento dos mecanismos patogênicos do NoVs 

ainda é muito limitado, necessitando de extensas pesquisas. O conhecimento dos mecanismos 

fisiopatológicos desse patógeno pode ajudar a identificar novos alvos terapêuticos, não só 

para a diarreia associada com infecções entéricas, mas também para uma variedade de outras 

doenças diarreicas (HODGES E GILL, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Redução da altura das vilosidades do intestino em resposta à infecção viral por 

norovírus. Imagem adaptada de Hodges e Gill (2010). 

 

3.10 ASPECTOS IMUNOLÓGICOS 

 Nos primeiros estudos realizados em voluntários sobre a resposta imune do hospedeiro 

à infecção pelo NoVs, constatou-se que a maioria ficou doente após exposição ao vírus. Isto 

reforçou a idéia de que grande parte da população não possuía imunidade natural ao patógeno 

ou este apresentava mecanismos que facilitavam sua evasão à resposta imune do hospedeiro. 

Estudos posteriores demonstraram que indivíduos que apresentaram a doença não 

desenvolveram novamente a enfermidade até 14 semanas após reinfecção, sugerindo uma 

imunidade de curto prazo (WYATT  et al., 1974).  

                       Normal                                             Infectado           
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 Essas observações iniciais foram confirmadas nos anos posteriores e os conhecimentos 

acerca da imunologia do NoVs foram ampliados quando testes sorológicos mais sensíveis se 

tornaram comercialmente disponíveis. Pode-se citar, como a principal ferramenta de 

investigação, o imunoensaio em fase sólida, que contou com antígenos virais nativos e soro 

pareado de infecção humana (GREENBERG et al., 1978). 

 Muitos estudos soroepidemiológicos visando a detecção de anticorpos contra NoVs 

foram realizados envolvendo, principalmente, soro de crianças em várias localidades. Em 

geral, nos países desenvolvidos, a prevalência de anticorpos é mais baixa em crianças de 0>5 

anos, os quais aumentam com a idade (GREENBERG et al., 1979).  

As diferenças observadas em termos de taxa de anticorpos envolvendo 

crianças/adultos e crianças provenientes de distintas populações podem ser justificadas por 

fatores sócio-econômico-culturais que influenciam na precoce ou tardia obtenção de 

anticorpos. Por exemplo, em adultos de países economicamente desenvolvidos, o nível de 

anticorpos no soro pode ser um indicador de exposição passada, em vez de infecção recente. 

Enquanto que em populações de países em desenvolvimento, a frequência com que as 

crianças são expostas ao vírus pode ser tão habitual, devido viverem em aparente 

contaminação ambiental (condições sanitárias inadequadas) e aglomerações, que a imunidade 

em longo prazo pode não ser observada (PARKER et al., 1994; MATSUI E GREENBERG, 

2000).  

 São comuns os estudos imunológicos com a utilização de partículas virais 

recombinantes produzidas em sistemas de expressão em baculovírus, comparáveis em 

tamanho, estrutura e propriedades antigênicas aos vírions nativos. A possibilidade de possuir 

uma fonte facilmente renovável de partículas recombinantes uniformes ampliou o 

desenvolvimento de imunoensaios mais sensíveis e altamente específicos, como os NoVs 
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recombinantes e EIA, que até hoje estão amplamente disponíveis para uma variedade de 

aplicações (GREEN et al., 1993). 

Atualmente, sabe-se que a infecção causada por este patógeno induz uma resposta 

imune pela produção de anticorpos da classe IgG, IgA e IgM, os quais proporcionam uma 

proteção contra reinfecções por um período de 4 a 6 meses (LINDESMITH et al., 2005). 

  No Brasil, um estudo envolvendo 8 comunidades indígenas da Região Amazônica 

demonstrou que as tribos apresentaram de 39% a 100% de soropositividade para o NoVs, não 

se observando uma diferença significativa na prevalência de anticorpos entre as diferentes 

faixas etárias, evidenciando a presença deste patógeno também em comunidades isoladas do 

País (GABBAY et al., 1994). Em nossa região, estudos sorológicos realizados em 37 crianças 

demonstraram que aos três anos de idade, 94,6% já possuíam anticorpos contra NoVs 

(MENDES, 1997). 

 

3.11 NOROVÍRUS E O GRUPO ABO 

 Diversos estudos têm demonstrado uma correlação entre o grupo sanguíneo ABO e 

infecção intestinal por vários patógenos. Por exemplo, o fenótipo “O” parece ter influência na 

gravidade dos sintomas de pacientes com cólera, bem como no desenvolvimento de úlceras 

duodenais causadas por Helicobacter pylori (MENTIS et al., 1991; ALBERT, 1996). 

 Estudos demonstram a associação entre o fenótipo ABO e o risco de 

infecção/desenvolvimento de doença sintomática gerada pelo NoVs. De acordo com Hutson 

et al. (2002), indivíduos do grupo sanguíneo “B” têm menor chance de se infectarem com o 

vírus do que aqueles pertencentes ao grupo “O”. 

 Autores sugerem que a presença da D-galactose terminal do antígeno “B” possa de 

alguma forma alterar a partícula de NoVs e impedir sua ligação à célula hospedeira, porém 

isto não é consenso entre diferentes pesquisadores (MEYER et al., 2004).  
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Outros, no entanto, atribuem ao gene FUT2 (codificador da enzima 1,2 

fucosiltransferase) responsável por expressar o carboidrato H tipo 1 (encontrado na superfície 

das células epiteliais do intestino delgado e em secreções como a saliva) a responsabilidade 

por esta relação (infecção x sistema ABO). Acredita-se que este carboidrato seja um receptor 

para o NoVs. Desta maneira, a proteção contra a infecção viral ocorre quando outras 

glicosiltransferases (agora àquelas que determinam o fenótipo do sistema ABO sanguíneo) 

encontradas também na superfície das células epiteliais do intestino, têm a capacidade de 

modificar a estrutura do carboidrato H tipo 1, tornando-o inativo e prejudicando sua função 

como receptor dos NoVs. Supõe-se que este processo ocorra com pessoas do grupo sanguíneo 

“B”, conferindo maior proteção àqueles que apresentam este fenótipo (HARRINGTON et al., 

2002; MARIONNEAU et al., 2005). 

 Estudos indicam que as diversas linhagens de NoVs podem atuar de maneiras 

diferentes na associação da partícula viral aos antígenos do grupo sanguíneo ABO. O NoVs 

tipo GII.4 conhecido globalmente por causar epidemias, tem mais facilidade de se ligar a 

esses antígenos que os outros genótipos, o que pode explicar sua prevalência mundial 

(SHIRATO et al., 2008). Além disso, existem evidências de que componentes extracelulares 

encontrados nas fezes possam ter papel importante na ligação do vírus ao antígeno do grupo 

sanguíneo, potencializando o ataque e a infectividade in vivo (HARRINGTON et al., 2004). 

 A pesquisa a respeito da relação do NoVs com o grupo ABO é importante, pois este 

vírus apresenta grupos antigenicamente diversos e a possível identificação de um epítopo 

comum de ligação com a célula hospedeira é fundamental no desenvolvimento de futuras 

vacinas (SHIRATO et al., 2008).  
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3.12 SUSCEPTIBILIDADE E RESISTÊNCIA 

Embora o NoVs seja altamente infeccioso, experimentos em voluntários demonstram 

que alguns sujeitos permanecem sadios, sem desenvolver a doença, mesmo após a inoculação 

de grandes doses virais. Este mecanismo ainda não está bem esclarecido, porém poderia estar 

relacionado a uma resistência inata ou a uma imunidade pré-existente à infecção viral 

(MATSUI E GREENBERG, 2000). 

Um estudo com amostras de saliva evidenciou que indivíduo com mucosa secretora do 

carboidrato H tipo 1 é um importante preditor de susceptibilidade, enquanto a resposta imune 

gravada na memória da mucosa pode estar associada à proteção contra o patógeno, apesar de 

nunca ter sido identificado nenhum componente imunológico específico de proteção. 

(LINDESMITH et al., 2003). São descritas até 3 respostas em indivíduos inoculados com 

NoVs: (1) resistência à infecção apesar de repetidas inoculações; (2) desenvolvimento de 

imunidade protetora e (3) susceptibilidade apesar de várias inoculações (JOHNSON et al., 

1990). 

No que diz respeito à resistência, autores sugerem que até dois mecanismos podem ser 

observados: (1) resistência genética inata mediada pela inativação do alelo FUT2 (gene 

responsável por expressar o fenótipo secretor) e (2) imunidade adquirida caracterizada pela 

rápida produção de IgA NoVs-específica na mucosa em indivíduos secretores. Seja qual for o 

mecanismo, observa-se alto percentual de indivíduos resistentes (LINDESMITH et al., 2003). 

Em relação à susceptibilidade à infecção pelo NoVs, as diferenças genéticas não 

explicam, totalmente, os diversos padrões de respostas à inoculação, indicando que essa 

susceptibilidade é multifatorial (GRAHAM et al., 1994). 
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3.13 PERSISTÊNCIA DAS NOROVIROSES EM POPULAÇÕES HUMANAS 

 As pesquisas sobre a persistência do NoVs na população humana tem como principal 

alvo de estudo a cepa epidêmica, globalmente conhecida, GII.4. Esta linhagem evoluiu na 

população durante aproximadamente 20 anos, uma vez que não há evidências de sua 

existência antes de meados da década de 1980, enquanto que outros genogrupos têm sido 

isolados desde a década de 1960. Sua emergência foi marcada por uma evolução em que os 

clusters iniciais foram submetidos a períodos de “hibernação”, seguido de surgimento de 

epidemias que posteriormente evoluíram de forma mais rápida e linear (SIEBENGA et al., 

2007; LINDESMITH et al., 2008).  

Atualmente, dados indicam que diferenças estruturais permitem que esta cepa escape 

da resposta imune pré-existente. Novas linhagens emergem a partir da seleção do sistema 

imune, resultando em variantes que são competentes para infectar os mesmos indivíduos 

infectados anteriormente. Como consequência dessa seleção, essa variante pode evoluir e se 

especializar na associação com determinado grupo sanguíneo ABO, fazendo com que 

indivíduos resistentes a uma cepa sejam sensíveis à outra (DONALDSON et al., 2008). 

 Mudanças de aminoácidos no subdomínio P1 ou P2 (responsáveis pela estabilidade do 

capsídeo e pelas protrusões do vírion) podem resultar em grandes alterações no uso do 

receptor e na antigenicidade, gerando a persistência do vírus por dois mecanismos: (1) 

adaptação, conduzida pela imunidade, resultando na capacidade do vírus em se ligar a 

diferentes receptores, inclusive àqueles relacionados ao grupo sanguíneo ABO, permitindo 

expansão para uma gama de hospedeiros e penetração na população previamente virgem. (2) 

variação, que permite escapar da imunidade predominante, resultando em um vírus 

competente em acometer uma mesma população anteriormente infectada (DONALDSON et 

al., 2008) (figura 5). 
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Figura 5. Ilustração simplificando os dois mecanismos de persistência da linhagem GII.4 na 

população humana. Adaptado de Donaldson et al. (2008). 

 

Entender o porquê da linhagem GII.4 ter evoluído para cepas pandêmicas, tão bem 

sucedidas em escapar do sistema imunológico humano, enquanto outras linhagens estavam 

co-circulando na época de seu surgimento, é uma questão que só pode ser respondida quando 

comparados os perfis evolucionários e os modelos estruturais dos diferentes tipos de NoVs 

circulantes na população (LINDESMITH et al., 2008). 

 

3.14 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL 

A análise laboratorial para a detecção do NoVs pode ser realizada em vários espécimes 

clínicos como fezes, vômito, saliva e soro sanguíneo (MOE et al., 2004; TAKANASHI et al., 

2009; ATMAR et al., 2011; KIRBY et al., 2011). 

A ausência de um método de diagnóstico rápido, sensível e de baixo custo financeiro é 

o maior obstáculo na detecção de infecções por NoVs em laboratórios de saúde pública e 
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hospitais, especialmente devido à diversidade gênica e antigênica deste grupo de vírus 

(GONZÁLEZ et al., 2006). 

Durante muitos anos, esse vírus foi diagnosticado pela ME, porém nas últimas décadas 

a introdução da técnica de RT-PCR convencional melhorou consideravelmente a sensibilidade 

de detecção, tornando-se o teste padrão para o diagnóstico destes patógenos. Apesar da sua 

sensibilidade, a RT-PCR é um método de alto custo, demorado, que requer pessoas bem 

treinadas e equipamentos sofisticados, não sendo disponível na rotina da maioria dos 

laboratórios de diagnóstico (KHAMRIN et al., 2008). 

Estudos utilizando a RT-PCR apresentam grande variação no que diz respeito aos 

iniciadores de cadeia utilizados. Trabalhos envolvendo a amplificação nucleotídica parcial das 

regiões A, B, C, D e E do genoma do vírus são comumente reportados na literatura (JIANG et 

al., 1999; ANDERSON et al., 2001; KOJIMA et al., 2002; VINJÉ et al., 2004; SIEBENGA et 

al., 2009). 

Geralmente, há a necessidade do uso de metodologias complementares após a 

realização da RT-PCR convencional, como o sequenciamento nucleotídico ou a hibridização 

por blot, a fim de caracterizar os genogrupos e genótipos de NoVs (BRUIN et al., 2006). 

Alternativamente à RT-PCR, técnicas mais sensíveis de amplificação do genoma viral como a 

semi-nested RT-PCR também já foram descritas (BOXMAN et al., 2006). 

O advento da técnica de PCR em tempo real revolucionou o processo de 

detecção/quantificação de fragmentos de RNA e DNA para diagnóstico microbiológico. Esta 

técnica tem como vantagem ser muito mais sensível que todas as outras já descritas, ser de 

fácil quantificação, rápida análise, alta reprodutibilidade e precisão, melhor controle de 

qualidade e baixo risco de contaminação. Sua desvantagem em relação às outras metodologias 

de amplificação é o alto custo para sua manutenção (TRUJILLO et al., 2006; VALONES et 

al., 2009). 
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Recentemente, têm sido divulgados inúmeros EIA comerciais e de 

imunocromatografia, bem como técnicas de amplificação isotérmica e DNA Microarray para 

detecção e caracterização simultânea de NoVs (ITURRIZA-GÓMARA et al., 2008; 

KHAMRIN et al., 2008; PAGOTTO et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2011). Estas técnicas têm 

sido descritas como metodologias complementares à RT-PCR, podendo ser valiosa na 

investigação de surtos de gastrenterite (DIMITRIADIS et al., 2006). 

 

3.15 EPIDEMIOLOGIA 

3.15.1 Epidemiologia no mundo 

3.15.1.1 Surtos 

O NoVs é mundialmente conhecido como o principal responsável por surtos de 

gastrenterite viral em pessoas de todas as idades. Critérios epidemiológicos descritos por 

Kaplan et al. (1982) definem como surto de gastrenterite por NoVs, a presença de vômito em 

mais da metade das pessoas afetadas, tempo médio de incubação da doença de 24-48 horas, 

duração média de sinais e sintomas clínicos de 12-60 horas e a ausência de patógenos 

bacterianos em cultura de fezes. Estudo realizado por Turcios et al. (2006) demonstrou que o 

conjunto de critérios de Kaplan é altamente específico (99%) e moderadamente sensível 

(68%) para diferenciar surtos ocasionados pelo NoVs daqueles causados por bactérias, sendo 

considerados, até hoje, muito úteis para esta distinção. 

Novos métodos moleculares permitiram rastrear a origem de surtos, levando a 

identificação do vírus em águas/alimentos contaminados (especialmente mariscos) e 

manipuladores de alimentos (GLASS et al., 2000). 

 Acredita-se que mais de 80% dos surtos e 18% dos casos esporádicos de diarreia 

registrados na Holanda entre 1998 e 1999 foram causados por NoVs (KOOPMANS et al., 
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2000). Na Espanha, 60 surtos afetaram 1791 pessoas entre 2004 e 2005, apresentando uma 

incidência global de 24,6 por 100 pessoas/ano (ARIAS et al., 2010).  

 Durante a ocorrência de um surto em uma escola primária do Reino Unido em 2001, 

foi demonstrada a implicação de aerossóis gerados por vômitos como veículo de infecção 

aérea dos NoVs (MARKS et al., 2003). Na Austrália, entre 1997 e 2000, observou-se uma 

grande atividade da linhagem epidêmica GII.4, com diminuição de sua ação entre 2001 e 

2004 quando outra linhagem GII.4 (variante) surgiu no mundo e gerou surtos 

predominantemente em hospitais e asilos. Acredita-se que só em 2004, mais de 400 surtos 

ocorreram e 15.000 pessoas apresentaram a doença nesse país (TU et al., 2007). 

 Nos EUA, em 2004, um surto nosocomial acometeu pacientes e profissionais de saúde 

de duas unidades (psiquiátrica e coronariana) de um hospital. O custo estimado dos prejuízos 

com apenas esse surto foi de $657.644 dólares entre fechamento das unidades, licença médica 

e despesas com limpeza (JOHNSTON et al., 2007). Um total de 38 surtos nosocomiais foi 

confirmado em Hong Kong, no ano de 2006. A maioria dos pacientes acometidos foram 

idosos com mobilidade reduzida e que apresentaram sintomas prolongados da doença causada 

por NoVs (TSANG et al., 2008). 

Um estudo realizado no Canadá demonstrou que pacientes com quadro de gastrenterite 

após um surto provavelmente causado por NoVs, desenvolveram a Síndrome do Intestino 

Irritável pós-infecção, afecção crônica do trato gastrintestinal, cujos sintomas podem ser 

secundários a uma lesão aguda na mucosa após uma gastrenterite viral (MARSHALL et al., 

2007). 

 

3.15.1.2 Hospitalizações 

 O NoVs também têm grande importância em casos de gastrenterite aguda esporádica 

que requerem hospitalizações. Um estudo realizado com amostras coletadas entre 2005 e 2008 
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na Alemanha, investigou os principais patógenos responsáveis por ocasionar gastrenterite 

grave em crianças hospitalizadas, demonstrando ser o NoVs o segundo patógeno mais 

prevalente, apresentando um percentual menor apenas que o do RoVs (WIEGERING et al., 

2011). Outro estudo semelhante desenvolvido na Tanzânia, detectou 13,7% de NoVs 

acometendo crianças hospitalizadas em um dos 4 principais hospitais pediátricos de Dar es 

Salaam (MOYO et al., 2011). 

 Nos EUA, a análise de um conjunto representativo de dados nacionais a respeito de 

todas as internações por gastrenterite entre os anos de 1996 e 2007, revelou que, neste 

período, houve aproximadamente 71.000 hospitalizações associadas à infecção por NoVs, 

podendo ter chegado a 110.000 internações em temporadas de epidemia, gerando um prejuízo 

de $493 milhões (LOPMAN et al., 2011). 

 Pesquisa conduzida em Taiwan envolvendo crianças menores de 5 anos internadas em 

decorrência de diarreia aguda, demonstrou que 14,6% das hospitalizações foram em virtude 

de infecção por NoVs, sendo que além da diarreia, 74,8% apresentaram vômito e 71,3% febre 

branda (YANG et al., 2010).  

Os NoVs foram implicados em 8,3% dos casos de gastrenterite aguda ocorridos em 

crianças internadas no período de 2001 a 2004 em um hospital universitário de Paris. 

Contudo, apesar da necessidade de hospitalização, essas crianças apresentaram quadro clínico 

com menor gravidade que aqueles com diarreia associada à infecção por RoVs, especialmente 

quando comparados o tempo de hospitalização e a necessidade do uso de reidratação 

intravenosa (LORROT et al., 2011). 

Estudo conduzido na Espanha envolvendo crianças menores de 5 anos hospitalizadas 

com gastrenterite entre os anos de 2006 e 2007, demonstrou que o NoVs apresentou uma 

prevalência de 27%, sendo maior do que para RoVs (21%). Contudo, o quadro clínico das 



48 

 

crianças acometidas por NoVs foi mais brando do que o observado pelas infectadas por RoVs 

(GONZALEZ-GALAN et al., 2011). 

 

3.15.2 Epidemiologia no Brasil 

No Brasil, algumas pesquisas já foram realizados envolvendo os aspectos 

epidemiológicos e moleculares desse vírus. A diversidade genômica do NoVs foi investigada 

em um estudo longitudinal conduzido em favelas urbanas de Fortaleza envolvendo 120 

crianças entre 1990 e 1991 cuja positividade foi de 12,5% (PARKS et al., 1999). Entre 2004 e 

2005, esse patógeno também foi detectado em 15% das crianças hospitalizadas de Recife 

(NAKAGOMI et al., 2008). 

Em Salvador, um estudo longitudinal com amostras coletadas entre 2001 e 2002 

envolvendo crianças moradoras de 21 áreas de baixa-renda, demonstrou a circulação dos 

NoVs GII em 5% dos casos (XAVIER et al., 2009). Em 2006, um surto acometeu jovens 

adultos na mesma cidade, sendo identificado o genogrupo II, tipos 3 (8,8%), 4 (72,5%) e 9 

(10%) (CAMPOS et al., 2008). 

Em 1996, foi registrado na Baixada Santista (SP) o primeiro surto causado por esse 

grupo de vírus no Brasil (UEDA et al., 1996), sendo também responsável por outros ocorridos 

na capital paulista nos anos de 1995, 2004, 2005 e 2006 com positividade de 15,7% 

(MORILLO et al., 2008). Também em São Paulo, foi detectado NoVs GII.4 em 33,3% das 

crianças atendidas ambulatorialmente, inclusive com infecção mista entre diferentes genótipos 

e possíveis linhagens recombinantes (CASTILHO et al., 2006). 

O NoVs também já foi associado a diversos surtos de gastrenterite aguda descritos em 

creches do Rio de Janeiro (capital [37,6%] e outros municípios [66%]) (GALLIMORE et al., 

2004; FERREIRA et al., 2008), bem como já foi encontrado em 14,5% de amostras clínicas 

de crianças hospitalizadas e atendidas ambulatorialmente na capital carioca (SOARES et al., 



49 

 

2007). Na região Centro-Oeste, a positividade para NoVs observada entre crianças 

hospitalizadas foi de 8,6% e no Espírito Santo de 39,7% (BORGES et al., 2006; RIBEIRO et 

al., 2008). 

Estudo sobre a diversidade genética do NoVs no Brasil demonstrou a circulação de 

vários genótipos de GII (71%) em todas as regiões do país, tanto em casos esporádicos de 

gastrenterite aguda quanto em surtos. Foi observado o genótipo 2 em São Paulo; tipo 3 

(Espírito Santo e São Paulo); tipo 6 (Rio de Janeiro e Pernambuco) em 2006; tipo 7 no 

Distrito Federal em 2005; tipos 8 e 14 (Rio de Janeiro e Espírito Santo); tipo 12 (Sergipe, 

Minas Gerais e Rio Grande do Sul) em 2009; e tipos 16 e 17 no Acre em 2005. Também 

foram registradas as variantes 2006a circulando no Maranhão, Rio Grande do Norte, Alagoas, 

Ceará, Bahia e Sergipe; e 2006b no Mato Grosso do Sul e em Minas Gerais, entre os anos de 

2007 e 2009 (CASTILHO et al., 2006; BARREIRA et al., 2010; FERREIRA et al., 2010; 

FIORETTI, et al., 2011). 

Testes realizados em amostras fecais provenientes de crianças internadas em um 

hospital público do Estado do Pará demonstraram uma positividade de 15% pela RT-PCR em 

amostras coletadas entre 1992-1994 (NAKAMURA et al., 2006; SILVA et al., 2006). 

Posteriormente, estudos de biologia molecular envolvendo crianças internadas ou 

atendidas ambulatorialmente, detectaram NoVs circulando em Belém nos anos de 1998-2000, 

2003 e 2008-2009 com positividades que variaram de 7,1% a 44,4% (ARAGÃO et al., 2010; 

SIQUEIRA et al., 2010a; 2010b). 

 

3.16 SAZONALIDADE 

 A sazonalidade dos patógenos pode ser definida pelo aparecimento de recorrentes 

epidemias da doença em definidos períodos do ano e está associada às mudanças ambientais e 

ao comportamento do hospedeiro (DOWEL, 2001). 
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Devido ao pouco conhecimento a respeito da sazonalidade dos NoVs, foi realizada 

uma análise envolvendo 12 pesquisas conduzidas em 8 países em um período de 21 anos 

(1978 a 1998), a qual constatou que a maior incidência de infecção ocorreu nos meses de 

inverno e menor nos meses de verão, independentemente do método de detecção usado, idade 

dos acometidos pela doença ou suspeita do modo de transmissão. Contudo, os picos de 

incidência da doença não aconteceram obrigatoriamente nos mesmos meses durante o ano e 

nem nas mesmas regiões, sugerindo que essa sazonalidade possa ser diferente dependendo do 

local estudado (MOUNTS et al., 2000). 

 Outros vírus apresentam um padrão de transmissão sazonal no inverno, como o 

influenza, vírus respiratório sincicial, vírus do sarampo e RoVs, nos quais também se 

atribuem a transmissão pelo ar, facilitada nos meses frios devido a maior aglomeração de 

pessoas em locais fechados (PRINCE et al., 1986; MOUNTS et al., 2000).  

 Mudanças climáticas em nível local, regional ou global geram variações no padrão 

pluviométrico, temperatura do ar, ventos e correntes do oceano, que resultam em mudança no 

padrão de incidência e transmissão do patógeno e alteram os conhecimentos epidemiológicos 

e de morbi-mortalidade (CHAN et al., 1999). Esses fatores, especialmente umidade, 

contribuem para o aumento do risco de contaminação por RoVs e poliovírus pela manutenção 

da viabilidade desses vírus nas superfícies (fômites) (NATHANSON E MARTIN, 1979; 

PRINCE et al., 1986) e podem influenciar na resistência, transmissão e/ou virulência do 

patógeno. O fato do NoVs e RoVs apresentarem padrões similares de transmissão e tropismo, 

faz presumir que ambos compartilham similaridade em termos de sazonalidade (ROHAYEM, 

2009). 

 Independentemente da estação do ano, aglomerados de indivíduos facilitam a 

transmissão da doença. Pesquisas demonstram que o padrão de transmissão depende da taxa 
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de contato entre as pessoas; por exemplo, é verificada uma maior ocorrência de infecções por 

NoVs em crianças durante no período escolar do que nas férias (FINE E CLARKSON, 1982). 

 Estudos revelam que a vitamina D é um importante regulador da função fagocitária 

das células imunes e está associada com a resposta antiviral à infecção pelo vírus influenza. 

Durante o inverno, a radiação ultravioleta (UV) diminui e consequentemente ocorre a menor 

produção de vitamina D, levando ao comprometimento do sistema imune e possível aumento 

da susceptibilidade às infecções virais. Não é claro se este mesmo processo é atribuído à 

infecção pelo NoVs, contudo, é um campo de pesquisa que deve ser considerado para se 

entender melhor a relação da sazonalidade do patógeno com o organismo do hospedeiro 

(CANNELL et al., 2006; ROHAYEM, 2009). 

 Para o entendimento completo de como as mudanças ambientais podem afetar a 

epidemiologia do NoVs, é necessário o conhecimento de todos os fatores que determinam sua 

sazonalidade (comportamento e susceptibilidade do hospedeiro, transmissão viral e 

competência do vírus em seu ambiente natural). Vigilância epidemiológica, monitoramento 

climático, pesquisas multidisciplinares envolvendo virologistas, climatologistas, ecologistas e 

epidemiologistas são medidas fundamentais para controlar a doença e diminuir os custos com 

serviços de saúde pública (ROHAYEM, 2009). 

 

3.17 ASPECTOS CLÍNICOS 

Diversos sintomas clínicos são observados em pessoas acometidas por NoVs, tais 

como súbito início de náuseas, êmeses, diarreia não sanguinolenta, hiperemia moderada, dores 

abdominais/epigástricas, mialgia, cefaléia, astenia, calafrios e mal-estar geral (CDC, 2011). 

Autores sugerem que exista relação entre o genótipo do NoVs e os sinais/sintomas 

apresentados durante a  infecção. Em um estudo envolvendo 28 surtos em asilos da Holanda, 

o NoVs GII.4 foi responsável por 21 deles. Nos surtos causados por este genótipo, os 
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principais sinais/sintomas manifestados foram vômito, náuseas, cólicas abdominais, febre e 

muco nas fezes. Nos surtos causados pela variante GII.4-2004, houve maior predominância 

dos sintomas náuseas, dores de estômago e febre quando comparados à linhagem GII.4-

2006a, demonstrando que conforme a cepa, pode ocorrer  variações nos sinais/sintomas 

(FRIESEMA et al., 2009). 

É reconhecido que o NoVs seja um enteropatógeno viral que afeta indistintamente 

todas as faixas etárias. Contudo, as faixas extremas de idade (infância e velhice) são mais 

gravemente acometidas em virtude de possuírem sistema imunológico mais debilitado. Um 

estudo com recém nascidos prematuros de uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI) neonatal 

demonstrou que esses menores apresentaram um padrão diferente de sintomas durante a 

infecção por NoVs com predominância de abdome distendido e apnéia. Vômitos não foram 

observados nestes casos (ARMBRUST et al., 2009). Outra pesquisa também realizada em 

UTI neonatal revelou a associação do NoVs com a enterocolite necrosante em crianças 

expostas (TURCIOS et al., 2008). 

Um estudo analisou a infecção por NoVs como sendo fator de risco para complicações 

clínicas de outras enfermidades. A investigação de 5 surtos em enfermarias de um hospital 

universitário na Alemanha demonstrou que a infecção por NoVs gerou falência renal aguda, 

sinais de rejeição após transplante de rins, arritmia cardíaca, imunossupressão e aumento da 

duração da diarreia em pacientes idosos (MATTNER et al., 2006). 

Desde 1982, vários trabalhos já demonstraram a associação de quadros clínicos de 

convulsões benignas com gastrenterite leve (MOROOKA, 1982). Atualmente, esta condição é 

reconhecida como uma entidade clínica distinta, caracterizada por critérios bem definidos, 

relacionada geralmente às infecções gastrintestinais causadas por RoVs e NoVs, cuja terapia 

envolve inclusive a administração de anticonvulsivantes (KAWANO et al., 2007). 
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Estudos com pacientes pediátricos demonstram que existe associação da infecção por 

NoVs com a exacerbação de doença inflamatória intestinal. Acredita-se que quando o NoVs 

está relacionado a este quadro clínico, é mais provável a presença de hematoquezia 

(sangramento vivo intestinal) nas crianças (KHAN et al., 2009). 

Apesar de tantas descrições clínicas da associação do NoVs com outras doenças, mais 

dados de estudos analíticos são necessários para confirmar uma ligação causal com estas 

condições (CDC, 2011). 

 

3.18 TRANSMISSÃO 

A alta infecciosidade destes patógenos sugere uma grande quantidade de rotas de 

transmissão, sendo a principal delas a fecal-oral, pelo consumo de água e alimentos 

contaminados, contato pessoa a pessoa, fômites e aerossóis/gotículas de vômitos (CDC, 2011) 

(figura 6). 

 

3.18.1 Transmissão zoonótica 

Os NoVs já foram detectados em uma variedade de animais, incluindo porcos, gado, 

ratos, cachorros, ovinos e até em um leão. Já foi levantada a hipótese de que exista pelo 

menos um genogrupo a mais que ainda não foi descrito e que seria responsável pela 

transmissão zoonótica entre cães e seres humanos. Esta hipótese levanta a polêmica questão 

de que os animais podem atuar como um reservatório para NoVs humanos. Apesar de nunca 

ter sido comprovada, autores sugerem que a epidemiologia do NoVs ainda é muito limitada 

quando se considera estudos desse tipo, não podendo ter certeza se realmente nunca ocorreu 

uma transmissão interespecífica (KOOPMANS, 2008; MARSHALL E BRUGGINK, 2011). 
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Figura 6. Ilustração das principais rotas de transmissão dos norovírus. Fluxograma criado 

com figuras obtidas do Google Imagens. 

 

3.19 TRATAMENTO, PREVENÇÃO E CONTROLE 

Não existe nenhuma vacina comercialmente disponível para a prevenção do NoVs, 

assim como não há nenhuma medicação específica contra este vírus. Entretanto, recentemente 

foi lançado no mercado um medicamento antimicrobiano de amplo espectro com o nome 

comercial Annita
®
 (nitazoxanida). Essa droga já está em utilização para o tratamento de várias 

parasitoses, tendo sido empregada para reduzir o tempo de duração de doença diarreica 

causada por RoVs e NoVs. Desta maneira, juntamente com as medidas sanitárias 

recomendadas para interromper a propagação da doença, o medicamento poderia contribuir 

para a redução da transmissão pessoa a pessoa, sobretudo em situações de surto. Vale ressaltar 
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que os médicos devem avaliar cada caso, considerando sua gravidade e circunstancias 

envolvendo cada paciente, a fim de evitar o uso indiscriminado do medicamento em virtude 

dos seus fatores de risco (ROSSIGNOL E EL‐GOHARY, 2006; CVE, 2010; SIDDIQ et al., 

2011).  

Contudo, de maneira geral para seu tratamento, devem-se seguir os procedimentos 

médicos básicos para quem apresenta quadro de gastrenterite aguda, o qual consiste em 

hidratação e reposição de eletrólitos, por meio de sais orais ou soro caseiro, e hidratação 

endovenosa nos casos mais graves. Não são indicados antibióticos e medicamentos para 

diminuir as contrações intestinais ou estancar a diarreia, pois podem piorar ou prolongar o 

quadro gastrintestinal. Evacuações muito frequentes e líquidas, dificuldades na hidratação, 

devido constantes episódios de vômitos, pele e boca seca e dificuldade em urinar, são 

indicações de que se deve procurar o serviço de saúde (BRASIL, 2010). 

As principais medidas recomendadas para a prevenção e controle das infecções por 

NoVs estão descritas no quadro 3. 

Boas práticas de higiene das mãos 

1) Lavar as mãos frequentemente com água e sabão, especialmente depois de ir ao 

banheiro, antes de se alimentar/preparar alimentos e na troca de fraldas de bebês. 

2) Não tocar superfícies ou objetos infectados com vômitos ou fezes de pacientes com 

gastrenterites virais; evite levar a mão à própria boca quando em contato com pessoas 

doentes. 

3) Recomenda‐se o uso de álcool em gel para desinfetar as mãos após a lavagem com 

água e sabão. 

Desinfetar superfícies contaminadas 

1) Lavar e desinfetar superfícies que tenham sido contaminadas com vômitos ou fezes de 

pessoas doentes, usando água/sabão e desinfecção com água sanitária. 

2) Mantenha limpos e desinfetados os sanitários, especialmente após o uso por pessoas 

com diarreia. 

Cuidados pessoais 

1) Pessoas com diarreia não devem retornar à escola ou trabalho até 24‐72 horas após a 

cessação dos sintomas e, quando recuperados, devem lavar frequentemente as mãos. 

2)  Pessoas com diarreia ou plena recuperação não devem preparar alimentos que serão 

consumidos por outras pessoas, a fim de evitar contaminação. 
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3) Crianças e adultos com diarreia ou plena recuperação não devem frequentar piscinas, 

pois, podem inadvertidamente (por defecação ou vômitos) contaminar essas águas e 

propagar a doença para outras pessoas. 

4) Recomenda‐se a todos que frequentam piscinas e águas de recreação que tomem banho 

prévio em chuveiro ou façam higienização com ducha higiênica, após a evacuação, 

para evitar a contaminação das águas de recreação. 

 

Medidas gerais de higiene aplicadas à transmissão por água e alimentos 

1) Cuidados com frutas e verduras: devem ser bem lavadas e desinfetadas com hipoclorito 

a 2,5%. 

 

2) Cuidado com ostras e frutos do mar, ingeridos crus ou mal cozidos, e de origem 

desconhecida. A ingestão de alimentos bem cozidos e devidamente aquecidos é uma 

boa medida para se evitar diarreia devido a qualquer microrganismo. 

3) Em locais com suspeita de problemas ou acidentes no sistema de água, ferver a água a 

ser consumida. A água deve ser fervida por 5 a 10 minutos após ebulição. 

4) Cuidado com água mineral falsa e de fabricação clandestina. 

5) Cuidado com o gelo, “raspadinhas”, “sacolés”, sorvetes não industrializados, sucos e 

outros produtos de origem desconhecida. 

 

Medidas complementares para prevenção de surtos em serviços de saúde 

 

1) Observar os procedimentos gerais e precauções padrão já elaborados no controle de 

infecção hospitalar para se evitar as gastrenterites. 

2) Na sala de espera para atendimento médico, separar pacientes com gastrenterites dos 

que não estão afetados pela doença. 

3) Disponibilizar sanitários diferentes para grupos de doentes com gastrenterites dos que 

estão sem a doença. Os sanitários devem dispor de água e sabão líquido, toalhas de 

papel e álcool gel para a higiene das mãos. 

4) Instruir funcionários dos serviços sobre os cuidados de prevenção de gastrenterites no 

contato com pessoas doentes. 

5) Não admitir pacientes com outras patologias em enfermarias ou unidades com doentes 

acometidos por gastrenterites. 

 

Quadro 3. Principais medidas recomendadas para a prevenção e controle das infecções por 

norovírus. Fonte: BRASIL (2010). 

 

3.20 VACINA  

 A vacinação contra agentes microbianos é a melhor estratégia custo-benefício para 

reduzir a morbidade e a mortalidade ocasionada por determinada doença. O desenvolvimento 
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de uma vacina, geralmente, é justificado baseado em dados clínicos e epidemiológicos de uma 

doença na população (ESTES et al., 2000). 

 Anos de estudos epidemiológicos geraram dados consistentes que reforçam a clara 

necessidade da produção de uma vacina contra o NoVs, que poderá beneficiar a população em 

geral, mas principalmente os grupos mais suscetíveis como crianças, idosos, militares em 

operação e pessoas imunocomprometidas (ESTES E HARDY, 1995). 

 Muitos são os desafios para o desenvolvimento da vacina, dentre os quais se podem 

citar: (1) o pouco conhecimento acerca da proteção imune do hospedeiro; (2) a necessidade de 

se considerar a imunidade da mucosa e o limitado conhecimento adquirido até o momento; (3) 

o fato de existirem vários genogrupos e genótipos de NoVs que infectam humanos e as 

evidencias de que a infecção por certos tipos não confere proteção à infecção por outros; (4) a 

característica do vírus não ser cultivável e (5) não existirem modelos animais conhecidos. 

Esses fatores são obstáculos nas estratégias de concepção vacinal (ESTES et al., 2000). 

 Apesar das dificuldades, estudos vêm sendo realizados a fim de contribuir para a 

produção de uma vacina. Um exemplo interessante é o conceito de vacina comestível que 

apresenta resultados promissores com administração oral de NoVs recombinantes. A 

utilização dessas partículas recombinantes a partir de tabaco e tubérculos de batata apresentou 

resposta imune bem sucedida na mucosa de ratos e camundongos, dando suporte a viabilidade 

de uma vacina comestível (HAQ et al., 1995; MASON et al., 1996; TACKET et al., 2000). 

Estudos envolvendo a partícula P dos NoVs (utilizada como antígeno de apresentação 

do vírus, o qual se liga a receptores dos antígenos do grupo sanguíneo ABO), têm apresentado 

resultados promissores. Estas partículas são consideradas interessantes para a produção de 

anticorpos e o desenvolvimento de uma vacina (TAN et al., 2011). Outras pesquisas visando a 

concepção de uma vacina mista contra RVs e NoVs envolvendo VLPs (Virus-like particles) 

da proteína do capsídeo de cepas GII.4 de NoVs, juntamente com recombinantes da proteína 
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VP6 de RVs, sugerem que a utilização destes dois componentes pode representar uma 

estratégia viável para a imunização contra estes dois enteropatógenos virais (BLAZEVIC et 

al., 2011). 

É bom destacar, que a imunogenicidade e o real potencial de uma vacina só podem ser 

completamente avaliadas quando aplicadas em seres humanos; contudo, as recentes pesquisas 

são fundamentais, já que a elaboração de uma vacina contra NoVs só poderá se concretizar a 

partir do maior entendimento da estrutura atômica do vírus, de sua montagem no hospedeiro e 

das regiões do capsídeo que induzem respostas anticorpo-específico, especialmente por via 

oral (PRASAD et al., 1999; ESTES et al., 2000). 

 

4 OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GERAL 

Caracterizar as infecções por NoVs em crianças internadas com quadro de gastrenterite aguda 

no município de Belém, Pará. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Verificar a frequência com que os NoVs ocorrem nos quadros de gastrenterite; 

2. Avaliar a sensibilidade, especificidade e acurácia do exame sorológico na detecção dos casos de 

noroviroses;  

3. Demonstrar a diversidade de cepas circulantes associadas aos casos de gastrenterite; 

4. Definir os sinais e sintomas clínicos apresentados pelos menores infectados e verificar a faixa etária 

mais acometida por esse vírus; 

5. Determinar a sazonalidade desses patógenos e correlacionar esses dados com os fatores climáticos 

observados; 

6. Comparar a sazonalidade observada para este vírus com aquela demonstrada pelos RoVs no mesmo 

período de estudo. 
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5 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

5.1 PACIENTES E ESPÉCIMES CLÍNICOS 

As amostras clínicas inseridas nesta pesquisa foram provenientes de um estudo caso-

controle, cujo objetivo foi avaliar a efetividade da vacina para RoVs, implementada no Brasil 

em março de 2006, com a introdução de duas doses da vacina monovalente Rotarix
TM

 

(VORH-GlaxoSmithKline Biological [GSK
®
]) no calendário nacional de vacinação. 

Essa investigação envolveu quatro clínicas/hospitais pediátricos (as) da cidade de 

Belém, das quais, a com maior número de hospitalizações (Clínica Pediátrica do Pará) foi 

inserida no presente estudo envolvendo os NoVs. 

Foram incluídas na pesquisa crianças internadas com quadro de gastrenterite grave, 

caracterizada por 3 ou mais episódios de diarreia líquida ou pastosa no período de 24 horas, 

que tenham iniciado o processo diarreico em menos de 14 dias, com ou sem ocorrência de 

vômito, e que exigiram internação por pelo menos uma noite. A maioria das crianças havia 

recebido pelo menos duas doses da vacina para RoVs e apresentaram-se idade-elegíveis 

(possuíam mais de 12 semanas de vida, sendo menores de 5 anos de idade e nascidas a partir 

de 6 de março de 2006). 

A coleta das amostras fecais ocorreu de maio de 2008 a abril de 2011, perfazendo 3 

anos de vigilância. Foram incluídas para pesquisa dos NoVs, o total de aproximadamente 

20% dos espécimes que apresentaram resultado negativo para RoVs quando testados pelo 

EIA. Essa seleção foi realizada de maneira randômica, mediante sorteio, utilizando as 

ferramentas de estatística aleatória sem reposição do programa BioEstat 5.0 (AYRES et al., 

2007) a fim de evitar viés na escolha das mesmas. Durante os 3 anos de vigilância foram 

coletadas 2276 amostras fecais viáveis de serem incluídas neste estudo. Adotando-se um nível 

de confiança de 95%, a um erro amostral de 4%, foram selecionadas 483 amostras para serem 

testadas quanto a presença dos NoVs. 
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5.2 CARACTERIZAÇÃO DO ESTUDO 

O presente estudo caracteriza-se como sendo de cunho analítico, visto estar 

subordinado a uma ou mais questões científicas, as “hipóteses” que relacionam uma suposta 

“causa” a um dado “efeito”. Estudos analíticos apresentam um grupo controle, formado 

simultaneamente ao grupo de estudo para efeito de comparação dos resultados. A presente 

pesquisa constitui-se como sendo do tipo transversal, visto a maneira como tais grupos 

(estudo e controle) são formados. Nesta modalidade de investigação, somente na análise dos 

resultados é que se torna possível identificar os indivíduos “expostos” (grupo de estudo - 

doentes) e “não expostos” (grupo controle - sadios), a fim de se realizar as análises pertinentes 

(PEREIRA, 1995). 

 

5.3 ASPECTOS ÉTICOS E DE BIOSSEGURANÇA 

A utilização das amostras provenientes dessa clínica foi autorizada pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa em Humanos do Instituto Evandro Chagas (CEP/IEC) a fim de serem 

testadas quanto a presença dos RoVs sob o registro CAAE: 0003.0.072.000-08. Conforme 

preconiza a Comissão Nacional de Ética em Pesquisa, o atual estudo envolvendo os NoVs 

também foi submetido ao CEP/IEC, sendo aprovado sob o n
o 

CAAE: 0024.0.072.000-10 

(anexos A e B). 

Por se tratar de um estudo cuja execução envolve manipulação de material biológico 

estocado no acervo do IEC, sua execução apresentou risco mínimo aos pacientes envolvidos 

nesta pesquisa. Vale ressaltar, que a manipulação dos espécimes fecais foi conduzida 

conforme o padrão de biossegurança recomendado para este tipo de amostra. 
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5.4 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS 

A figura 7 apresenta um fluxograma resumido dos procedimentos realizados para a detecção e 

caracterização molecular dos NoVs. 

 

Figura 7. Fluxograma ilustrando os procedimentos para detecção e caracterização molecular 

de norovírus a partir das amostras fecais de crianças internadas com quadro de gastrenterite 

no município de Belém, Pará. 
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 O modo de preparo de todas as soluções que foram utilizadas nos diferentes 

procedimentos laboratoriais está listado no apêndice A. 

 

5.4.1 Ensaio imunoenzimático 

Todas as amostras foram pesquisadas quanto a presença de antígenos de NoVs, 

utilizando o kit comercial RIDASCREEN® Norovirus EIA (R-Biopharm, Darmstadt, 

Germany) de 3ª geração, conforme instruções do fabricante. Este EIA é baseado em 

anticorpos monoclonais contra antígenos específicos dos genogrupos I e II de NoVs que se 

encontram fixados na superfície dos orifícios da microplaca, para capturar o antígeno presente 

nas amostras fecais.  

Resumidamente, 100 µl de cada suspensão fecal (1:10 v/v) feita no tampão do kit, foi 

adicionada a um orifício, juntamente com o controle positivo e negativo. Também 100 µl de 

anticorpo conjugado com biotina (conjugado 1) foi acrescentado em todos os orifícios. Após 1 

hora de incubação à temperatura ambiente, os mesmos foram lavados cinco vezes com 300 µl 

de tampão de lavagem. Duas gotas (100µl) do conjugado estreptavidina-peroxidase 

(conjugado 2) foram adicionados em cada orifício e após 30 minutos de incubação, cinco 

lavagens foram realizadas. A fixação do conjugado específico foi determinada pela adição de 

100 µl do substrato cromatogênico seguido de incubação de 15 minutos à temperatura 

ambiente no escuro. A reação foi interrompida com a adição de 50 µl do reagente bloqueador 

e a absorbância foi medida em espectrofotômetro utilizando filtro de 450 nm. As amostras que 

demonstraram um valor de absorbância igual ou maior do que o valor do “cut-off” ([valor de 

absorbância do controle negativo + 0,150] + 10%) foram consideradas positivas. 
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5.4.2 Suspensão fecal a 10% 

Inicialmente, foram preparadas suspensões fecais a 10% no tampão de eluição do kit 

de EIA conforme instruções do fabricante. Quando a mesma esgotava, preparava-se nova 

suspensão, desta vez utilizando solução salina Tris/HCl/Ca
++ 

0,01M pH 7,2. Para cada 

amostra, 100 mg de fezes (aproximadamente o tamanho de uma ervilha) foi adicionado em 

1ml deste tampão. Após homogeneização em aparelho do tipo vórtex por 10 segundos, as 

amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 10 minutos e o sobrenadante coletado e 

estocado a –20ºC até o momento da análise. 

 

5.4.3 Extração do RNA viral 

 As amostras testadas pelo EIA foram submetidas à extração do RNA viral pelo 

método da sílica (Isotiocianato de Guanidina) conforme descrito por Boom et al. (1990), com 

algumas modificações realizadas por Cardoso et al. (2002). 

Adicionou-se 300 µl de suspensão fecal a 10% em 800 µl de tampão L6 e 20 µl de 

Proteinase K Fungal (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), com subsequente homogeneização em 

vórtex por 10 segundos e incubação a 56ºC por 10 min. Acrescentou-se 200 µl de etanol 

absoluto a 96% (gelado) e 20 µl de sílica, se homogeneizou em vórtex por 10 segundos e 

colocou-se em plataforma horizontal a 180 rpm por 20 minutos. Centrifugou-se a 14.000 rpm 

por 40 segundos e se descartou o sobrenadante em solução de NaOH 10N. Lavou-se o 

sedimento com 500 µl de tampão L2, 500 µl de etanol 70% (gelado) e 500 µl de acetona PA 

gelada, intercalando cada lavagem com homogeneização em vórtex, centrifugação a 14.000 

rpm por 40 segundos e descarte do sobrenadante. Secou-se a sílica em banho-maria a 56 
o
C 

por 15 minutos com tampa dos microtubos abertas. Ressuspendeu-se a sílica em 60 µl de 

tampão AE e 1 µl de inibidor de RNAse (RNaseOUT
TM

 Ribonuclease Inhibitor [cloned] 

40U/l - Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) e após homogeneização em vórtex por 10 



64 

 

segundos, incubou-se a 56 
o
C por 15 minutos. Por fim, se homogeneizou em vórtex por 10 

segundos e centrifugou-se a 14.000 rpm por 4 minutos. Coletou-se 45 µl do sobrenadante e 

estocou-se a -20 
o
C. 

 

5.4.4 Síntese do DNA complementar (cDNA) 

Para a obtenção do cDNA foi realizada reação de transcrição reversa com iniciador 

randômico (9 A260 units/µl, 3 mM Tris-HCl (pH 7,0), 0,2 mM EDTA - Invitrogen, Eugene, 

Oregon, USA) e a enzima transcriptase reversa (Superscript
TM

 II RNAse H Reverse, 

Invitrogen, Eugene, Oregon, USA). 

Adicionou-se 1 µl de dimetil sulfóxido (DMSO) a 6 µl de RNA extraído e se incubou 

a 97ºC por 7 minutos. Colocou-se em banho de gelo por 2 minutos e se adicionou 18 µl da 

mistura (mix) de reagentes descritos no quadro 4. Incubou-se a 42ºC por 1 hora e 95ºC por 10 

minutos em termociclador automático. Estocou-se o produto a -20
o
C até o momento da sua 

amplificação. 

REAGENTE MARCA CONC
a
/REAÇÃO VOLUME/REAÇÃO 

H2O livre de DNAase / RNAase GIBCO - 10,75 µl 

DNTPs: dATP, dTTP, dGTP, dCTP Invitrogen
®

 200 µM 2,0 µl 

Tampão 10X Buffer sem MgCl2 Biotools
®

 1 X 2,5 µl 

MgCl2 Biotools
®

 2,5 mM 1,25 µl 

pd(N)6 Invitrogen
®

 0,12 µg 1,0 µl 

Superscript
TM

 II Reverse transcriptase Invitrogen
®

 10 U 0,5 µl 

a
 Concentração 

Quadro 4. Concentrações e volumes, por reação, dos reagentes utilizados na 1ª mix para a 

síntese do cDNA por transcrição reversa do RNA viral extraído. 
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5.4.5 Reação em cadeia da Polimerase (PCR Convencional) 

Para a detecção dos NoVs foi realizada a amplificação do cDNA por meio da técnica 

de PCR convencional utilizando-se dois conjuntos de iniciadores, Mon 432/434 e Mon 

431/433 que codificam parcialmente a extremidade 3’ da região B da ORF 1 (que apresenta o 

gene que codifica a RdRp). Esses iniciadores são específicos para detectar os genogrupos GI e 

GII de NoVs, gerando um amplicon de 213 pares de bases (pb) (ANDERSON et al., 2001).  

Adicionou-se 10 µl de cDNA a 15 µl da segunda mix de reagentes (quadro 5). Foram 

observadas as seguintes condições de amplificação para esses iniciadores: desnaturação por 3 

minutos a 94°C, 40 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 50°C, 30 segundos a 60°C e 

uma extensão final de 7 minutos a 72°C. 

REAGENTE MARCA CONC
a
/REAÇÃO VOLUME/REAÇÃO 

H2O livre de DNAase / RNAase GIBCO - 9,1 µl 

DNTPs: dATP, dTTP, dGTP, dCTP Invitrogen
®

 200 µM 2,0 µl 

Tampão 10X Buffer sem MgCl2 Biotools
®

 1 X 2,5 µl 

MgCl2 Biotools
®

 1,6 mM 0,8 µl 

Mon 431 - Mon 432 - Mon 433 - Mon 434 Invitrogen
®

 25 pmol 0,3 µl 

Taq DNA polimerase Biotools
®

 1,5 U 0,3 µl 

a
 Concentração 

Quadro 5. Concentrações e volumes, por reação, dos reagentes utilizados na 2ª mix para a 

amplificação do cDNA pela técnica de PCR. 

 

5.4.6 Semi-nested RT-PCR 

As amostras que apresentaram resultado positivo no EIA e negativo na RT-PCR foram 

submetidas à técnica de semi-nested RT-PCR que consiste na amplificação parcial do genoma 

de interesse a partir de um produto previamente amplificado, o que atribui a essa metodologia 

mais sensibilidade do que aquela observada na RT-PCR convencional. 
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 Para a transcrição/amplificação do RNA/cDNA foram utilizados os iniciadores JV13I 

e JV12Y que codificam parcialmente a região da RdRp e são específicos para detectar os 

genogrupos GI e GII de NoVs, gerando um fragmento de DNA de 327 pb (VENNEMA et 

al., 2002). 

Adicionou-se 2 µl de RNA a 8 µl da mix de reagentes descrita no quadro 6. Foram 

observadas as seguintes condições de amplificação para esses iniciadores: transcrição reversa 

por 1 hora a 42ºC; desnaturação por 3 minutos a 94°C; 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 

minuto e 30 segundos a 37°C, 1 minuto a 72°C e uma extensão final de 7 minutos a 72°C. 

REAGENTE MARCA CONC
a
/REAÇÃO VOLUME/REAÇÃO 

H2O livre de DNAase / RNAase GIBCO - 5,15 µl 

DNTPs: dATP, dTTP, dGTP, dCTP Invitrogen
®

 200 µM 0,5 µl 

Tampão 10X Buffer sem MgCl2 Biotools
®

 1 X 1,0 µl 

MgCl2 Biotools
®

 1,5 mM 0,3 µl 

JV13I Bioneer
®

 15 pmol 0,375 µl 

JV12Y Bioneer
®

 15 pmol 0,375 µl 

Superscript
TM

 II Reverse Transcriptase Invitrogen
®

 2 U 0,1 µl 

Taq DNA polimerase Biotools
®

 2 U 0,2 µl 

a
 Concentração 

Quadro 6. Concentrações e volumes, por reação, dos reagentes utilizados na 1ª etapa da 

técnica de semi-nested RT-PCR. 

 

Posteriormente, foram realizadas separadamente as reações de semi-nested PCR para 

os genogrupos I e II de NoVs, por meio da análise parcial da região da RdRp. Para a detecção 

de GI foi utilizado o iniciador JV13I já empregado na primeira reação como sequencia 

nucleotídica anti-sense e o G1 como sense, produzindo um fragmento de 187 pb (GREEN et 

al., 1998). Para a detecção do genogrupo II foi utilizado o iniciador JV12Y já presente na 
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primeira reação como sequencia nucleotídica sense e o NoroII-R como anti-sense gerando um 

fragmento de 236 pb. O oligonucleotídeo NoroII-R foi baseado no iniciador NI descrito 

inicialmente por Green e colaboradores (1998), contudo usado como iniciador sense, 

diferentemente do presente estudo (figura 8). 

 

Figura 8. Esquema ilustrando a reação de semi-nested RT-PCR. Faixa amarela corresponde à 

região do genoma que codifica as proteínas não estruturais. Faixa azul escuro: apresenta a 

primeira matriz de leitura aberta. Faixas azuis claro: Fragmentos amplificados nas reações. 

Setas: Oligonucleotídeos iniciadores de cadeia. Círculo laranja: Proteína VPg.  

 

Em ambas as reações de semi-nested RT-PCR, adicionou-se 1 µl do produto obtido na 

primeira etapa de amplificação (diluído 1:100 em H2O livre de DNAase / RNAase) a 11,5 µl da 

mix de reagentes descrita no quadro 7. Foram observadas as seguintes condições de 

amplificação: desnaturação por 5 minutos a 94°C; 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto e 

30 segundos a 37°C, 1 minuto a 72°C e uma extensão final de 7 minutos a 72°C. 
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REAGENTE MARCA CONC
a
/REAÇÃO VOLUME/REAÇÃO 

H2O livre de DNAase / RNAase GIBCO - 8,54 µl 

DNTPs: dATP, dTTP, dGTP, 

dCTP 
Invitrogen

®
 250 µM 0,5 µl 

Tampão 10X Buffer sem MgCl2 Biotools
®

 1 X 1,25 µl 

MgCl2 Biotools
®

 2,0 mM 0,5 µl 

GI 

JV13I Bioneer
®

 12,5 pmol 0,325 µl 

G1 Bioneer
®

 12,5 pmol 0,325 µl 

GII 

JV12Y Bioneer
®

 12,5 pmol 0,325 µl 

NoroII-R Bioneer
® 12,5 pmol 0,325 µl 

Taq DNA polimerase Biotools
®

 0,6 U 0,06 µl 

a
 Concentração 

Quadro 7. Concentrações e volumes, por reação, dos reagentes utilizados nas reações de 

semi-nested PCR para detecção do genogrupo GI ou GII de norovírus. 

 

Todas as condições de ciclagem e concentração/volume observadas nesta técnica de 

semi-nested RT-PCR foram adaptadas de Boxman et al. (2006). 

 

5.4.7 PCR em tempo real (Real Time) 

As amostras que apresentaram resultado positivo no EIA e negativo na RT-PCR 

convencional e na semi-nested RT-PCR foram submetidas à técnica de PCR em tempo real 

que consiste na amplificação parcial do genoma de interesse, a partir do uso de iniciadores e 

sondas que emitem fluorescência no momento em que ocorre a amplificação de uma 

sequência nucleotídica alvo-específica. 

Para a amplificação do DNA foram utilizados os iniciadores COG2-F e COG2-R e a 

sonda fluorescente RING2 (marcada com o fluoróforo FAM) que codificam parcialmente a 
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região da junção ORF1-ORF2 e são específicos para detectar o genogrupo II de NoVs, 

gerando um fragmento de DNA de 98 pb (KAGEYAMA et al., 2003). 

Adicionou-se 3 µl de cDNA a 12 µl da mix de reagentes descrita no quadro 8. Foram 

observadas as seguintes condições de amplificação no equipamento 7500 Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems): desnaturação por 10 minutos a 95°C; 45 ciclos de 20 segundos 

a 94°C e 1 minuto a 56°C, seguido de uma extensão final de 5 minutos a 95°C.  O software 

utilizado para análise durante as ciclagens foi o 7500 Software v 2.0.5 (Applied Biosystems). 

 

REAGENTE MARCA CONC
a
 VOLUME/REAÇÃO 

H2O livre de DNAase / RNAase GIBCO - 3,6 µl 

TaqMan Universal PCR Master Mix 
Life 

Technologies 
2x  7,5 µl 

COG2-F 
Life 

Technologies 
400 M 0,3 µl 

COG2-R 
Life 

Technologies 
400 M 0,3 µl 

Sonda RING2-TP 
Life 

Technologies 
200 M 0,3 µl 

a
 Concentração 

Quadro 8. Concentrações e volumes dos reagentes utilizados na reação de PCR em tempo 

real para detecção do genogrupo II de norovírus. 

 

Todas as condições de ciclagem e concentração/volume observadas nesta técnica 

foram adaptadas de Pang et al. (2005). 

 

5.4.8 Análise dos produtos amplificados 

Os produtos da PCR foram aplicados em gel de agarose ultra-pura (Invitrogen®) a 

1,5%, corado com SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Eugene, Oregon, USA). Dois 

microlitros do corante azul de bromofenol Blue/Orange Loading Dye, 6X (0,03% azul de 

bromofenol, 0,03% de Xileno Cianol FF, 0,4% de Orange G, 15% Ficoll® 400, 10 mM Tris-
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HCl [pH 7,5] e 50 mM EDTA [pH 8,0], Promega, USA) foram adicionados a 10 µl do 

produto da PCR. Para identificar o tamanho do amplicon, se utilizou um padrão de peso 

molecular DNA Ladder 100 ou 123 pb (1 µg/µl) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

O gel foi submerso em solução tampão TBE 1X e submetido à eletroforese horizontal 

a 100V e 400mA por tempo variável, dependendo do tamanho da cuba de eletroforese 

utilizada. A visualização dos fragmentos amplificados foi realizada no aparelho de foto-

documentação GEL DOC 1000 (Vilber Lourmat, France) com auxílio do programa BioCapt. 

Controles positivos e negativos foram inseridos em todas as etapas de procedimento 

desde a extração do RNA viral até a RT-PCR para o controle e garantia da qualidade dos 

resultados. 

 

5.4.9 Sequenciamento parcial do genoma viral 

5.4.9.1 Purificação do DNA 

As amostras foram purificadas de acordo com as instruções do fabricante, com 

algumas modificações (apêndices B e C), utilizando os kits comerciais QIAquick® Gel 

Extraction Kit ou QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN), dependendo do padrão de 

bandas apresentado (presença ou não de bandas espúrias). Dois microlitros do corante azul de 

bromofenol Blue/Orange Loading Dye, 6X (0,03% azul de bromofenol, 0,03% de Xileno 

Cianol FF, 0,4% de Orange G, 15% Ficoll® 400, 10 mM Tris-HCl [pH 7,5] e 50 mM EDTA 

[pH 8,0], Promega, USA) foram adicionados a 4 µl do produto obtido na purificação e então 

aplicados em gel de agarose a 2% corado com SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, 

Eugene, Oregon, USA), juntamente com o marcador molecular DNA Low Mass Ladder 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A quantificação de DNA foi realizada em nanogramas pela 

comparação da intensidade de brilho das bandas reveladas em relação às do marcador. 
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5.4.9.2 Reação de sequenciamento 

Após a purificação, as amostras foram submetidas à reação de sequenciamento 

utilizando os mesmos oligonucleotídeos descritos anteriormente, que codificam a RdRp. 

Aquelas amostras, cujo resultado do sequenciamento por esta região demonstrou classificação 

indefinida, conforme afirma BULL et al. (2007), foram submetidas à nova reação de 

sequenciamento utilizando os iniciadores degenerados Cap C/Cap D1/Cap D3 para a 

caracterização molecular dos genogrupos II. Esses iniciadores codificam parcialmente a 

extremidade 3’ da região D da ORF 2 (gene que codifica a proteína do capsídeo viral), 

considerada uma região mais apropriada para a caracterização molecular dos NoVs (ZHENG 

et al., 2006). As condições de termociclagem para a amplificação por esses oligonucleotídeos 

foram as mesmas descritas por Vinjé et al. (2004). 

O quadro 9 demonstra as concentrações e volumes dos reagentes na reação, na qual 

foram observadas as seguintes condições de termociclagem: desnaturação por 30 segundos a 

96°C; hibridização por 15 segundos a 50ºC e extensão por 3 minutos a 60ºC durante 25 ciclos. 

Já o quadro 10 apresenta a descrição dos iniciadores de cadeia utilizados para 

detecção/caracterização molecular dos NoVs, com suas sequências, localização no genoma e 

tamanho do fragmento.  

REAGENTE VOLUME 

DNA (≈ 25 ng) 0,5 - 5 µl 

Tampão de sequenciamento (5X) 1 µl 

Big Dye kit (v. 3.1) (Applied Biosystems, Foster City, USA) 2 µl 

Iniciador (4 pmol) 2 µl 

H2O livre de DNAase/RNAase - q.s.p.  10 µl 

 

Quadro 9. Reagentes utilizados na reação de sequenciamento para caracterização molecular 

dos norovírus. 
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I: inosina; R: purina (A/G); Y: pirimidina (C/T); S: C/G; B: C/G/T; N: A/C/G/T. 

 

Quadro 10.  Iniciadores de cadeia utilizados na reação de PCR convencional, semi-nested 

RT-PCR e PCR em tempo real para amplificação parcial do genoma dos norovírus com a 

finalidade de detecção e/ou caracterização molecular. 

 

 Após a reação de sequenciamento foi realizada uma etapa de precipitação com 

isopropanol a 65%. A placa foi agitada levemente em aparelho vórtex, incubada por 15 

minutos e centrifugada por 45 minutos a 4000 rpm em temperatura ambiente (22ºC). Foi 

então removido o isopropanol por rápida inversão da mesma. Posteriormente, foi adicionada 

uma etapa de etanol a 70%, a placa foi novamente agitada em aparelho vórtex e centrifugada 

por 20 minutos a 4000 rpm em temperatura ambiente. Foi então removido o etanol por rápida 

inversão da mesma e aplicados dois pulsos na centrifuga com a placa invertida em papel 

Genogrupo 
Iniciadores/ 

Sonda 

 

Sequência 5´        3´ Posição no 

genoma 

Amplicons 

(pb) 
Finalidade Região 

GII 

COG2-F (+) 
CAR GAR BCN ATG TTY AGR TGG 

ATG AG 
5003 

98 

PCR Tempo 

Real 

Junção 

ORF1/ 

ORF2 

COG2-R (−) TCG ACG CCA TCT TCA TTC ACA 5100 

RING2-TP 

 (Sonda) (+) 

FAM-TGG GAG GGC GAT CGC AAT 

CT-TAMRA 
5048 

GI 

G1 (+) TCN GAA ATG GAT GTT GG (4691–4707) 187 

Semi-Nested 
RT-PCR 

& 
Sequenciamento 

ORF 1 

JV13I (−) TCA TCA TCA CCA TAG AAI GAG 
(4858–4878) 

(4585–4605) 
327 

GII 

JV12Y (+) ATA CCA CTA TGA TGC AGA YTA 
(4552–4572) 

(4279–4299) 
327 

NoroII-R (−) AGC CAG TGG GCG ATG GAA TTC (4495–4515) 236 

GI 
Mon 432 (+) TGG ACI CGY GGI CCY AAY CA (5093–5114) 

213 

PCR 
Convencional 

& 
Sequenciamento 

Mon 434 (−) GAA SCG CAT CCA RCG GAA CAT (5285–5305) 

GII 

Mon 431 (+) TGG ACI AGR GGI CCY AAY CA (5093–5114) 

Mon 433 (−) GGA YCT CAT CCA YCT GAA CAT (5285–5305) 

GII 

Cap C (−) CCT TYC CAK WTC CCA YGG (6667–6684) 

253 
Capsídeo 

(Sequenciamento) 

 

ORF 2 
Cap D3(+) TGY CTY ITI CCH CAR GAA TGG (6432–6452) 

Cap D1(+) TGT CTR STC CCC CAG GAA TG (6432–6451) 
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absorvente. O pellet foi seco a 60ºC por 5 minutos em termociclador. Uma terceira etapa foi 

realizada para ressuspender o pellet em 10 µl de formamida Hi-Di (Applied Biosystems, 

England), seguida de desnaturação por 5 minutos a 95ºC e choque térmico em gelo por 3 

minutos. 

Por fim, o sequenciamento parcial do genoma foi realizado por eletroforese capilar no 

aparelho ABI Prism 3130XL DNA Sequencer (Applied Biosystems, Foster City, USA). 

 

5.4.9.3 Dendograma de similaridade 

As sequências obtidas foram alinhadas e editadas no programa BioEdit Sequence 

Alignment Editor (v.7.0.9.1), sendo posteriormente comparadas a outras sequências 

armazenadas no banco de genes (GenBank - National Center for Biotechnology Information, 

US-[www.ncbi.nlm.nih.gov]) utilizando o programa BLAST. 

Os dendogramas das sequências obtidas foram montados no programa MEGA 5 

(TAMURA et al., 2011), com distância genética calculada pelo modelo Kimura 2-parâmetros 

(nucleotídeo), utilizando o algoritmo Neighbor-Joining e empregando o teste de 

confiabilidade não paramétrico de bootstrap de 2000 réplicas. Com os resultados obtidos, 

poder-se-á verificar a diversidade genética desses vírus no período de estudo. 

 

5.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

O universo amostral necessário para a pesquisa foi estimado com o auxílio da 

calculadora on-line para cálculos amostrais (SANTOS, 2010). As análises estatísticas foram 

realizadas utilizando os programas BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007), Gretl 1.9.5 e 

MINITAB 14. 

O teste do crivo (Screening test) foi realizado para analisar a sensibilidade e a 

especificidade dos resultados obtidos por EIA comparado com a RT-PCR. O teste de Kappa 
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foi utilizado para verificar a reprodutibilidade do EIA. O Odds Ratio (OD) foi empregado 

para avaliar a significância estatística entre as faixas etárias das crianças infectadas. O teste de 

regressão linear múltipla foi aplicado para verificar a correlação entre as taxas de positividade 

e os parâmetros climáticos. Foi empregado o teste de regressão logística simples para analisar 

os sinais e sintomas das crianças acometidas pelo patógeno, bem como verificar se houve 

associação das infecções respiratórias com a duração/número de casos diarreicos e quantidade 

de episódios de vômitos nos casos positivos para NoVs. O teste de qui-quadrado foi utilizado 

para ponderar a duração e o número de episódios diarreicos por dia; e o teste G para avaliar o 

número de casos de vômito no período de estudo.  Foi verificado se houve alguma associação 

entre o genótipo infectante e o número de episódios diarreicos, duração da diarreia e o número 

de episódios de vômito. Para tal, foi verificado se as amostras apresentavam distribuição 

normal pelo teste de Lilliefors, sendo que em caso negativo, foi empregado o teste U (Mann-

Whitney). 

A fim de monitorar o percentual mensal de positividade em função do tempo, 

observado para os NoVs nos três anos de vigilância, foi empregado o gráfico de controle de 

séries temporais. Este gráfico é uma ferramenta da técnica estatística Controle Estatístico da 

Qualidade e para sua construção, fez-se necessária a técnica de Séries Temporais conforme 

descrito por Morettin e Toloi (2004), que avaliou o modelo estatístico mais adequado para 

esses dados. No entanto, para sua construção, tornou-se imprescindível verificar se os dados 

possuíam distribuição normal e para isto, foi utilizado o teste de normalidade de Kolmogorov-

Smirnov, em que as hipóteses testadas foram: H0: os dados seguem distribuição normal; H1: 

os dados não seguem distribuição normal. Em todos os tratamentos, diferenças 

estatisticamente significativas foram expressas por valores de p ≤ 0.05. Os gráficos 

apresentados neste trabalho foram produzidos no programa Harvard Graphics (v.98.02), 

Microsoft Office Excel 2007, BioEstat 5.0 ou CorelDraw X3. 
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6 RESULTADOS 

6.1 DETECÇÃO DE NOROVÍRUS 

No período de maio/2008 a abril/2011, a positividade obtida para NoVs por EIA e/ou 

RT-PCR foi de 35,4% (171/483) (figura 9). Os resultados observados por estas duas técnicas 

estão explicitados na tabela 1. 

¹ Percentual de positividade calculado em relação ao total de amostras positivas do estudo. 

² Percentual de positividade calculado em relação ao total de amostras positivas obtidas por ano. 

 

Figura 9. Detecção de norovírus por EIA e/ou RT-PCR em 483 espécimes fecais coletados de 

crianças hospitalizadas com gastrenterite aguda em Belém-Pará, entre maio/2008 e abril/2011. 

 

 

Tabela 1 – Comparação dos resultados obtidos por EIA e/ou RT-PCR em 483 espécimes 

fecais coletados de crianças hospitalizadas com gastrenterite aguda em Belém-Pará, entre 

maio/2008 e abril/2011. 

EIA 
RT-PCR  

POSITIVO NEGATIVO TOTAL 

Positivo 128 22 150 (31%) 

Negativo 21 312 333 

Total 149 (30.8%) 334 483 
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6.2 AVALIAÇÃO DA EFICÁCIA DOS MÉTODOS DE DETECÇÃO (EIA E RT-PCR) 

Adotando-se a RT-PCR como o método de referência, o EIA apresentou uma 

sensibilidade de 85,9% e uma especificidade de 93,4%. Contudo, quando comparadas as 

sensibilidades obtidas no EIA (87,7%) e na RT-PCR (87,1%), utilizando como “padrão ouro” 

a somatória dos resultados obtidos por ambas as metodologias, ficou demonstrado que não 

houve diferenças expressivas entre as duas técnicas (figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Curva ROC demonstrando a diferença entre as sensibilidades observadas no EIA e 

na RT-PCR, utilizando como “padrão ouro” a somatória dos resultados obtidos por ambas as 

metodologias. 

 

Foi observada uma concordância de 91,1% entre as duas metodologias utilizadas, com 

uma excelente reprodutibilidade entre ambas (Kappa= 0.8, p<0.0001). Contudo, das 171 

amostras positivas, 12,8% (22/171) apresentaram positividade apenas quando testadas pelo 

EIA. Nestas amostras, foi realizado o teste de semi-nested RT-PCR, das quais 63,6% (14/22) 

confirmaram a positividade obtida no EIA. As amostras negativas na semi-nested RT-PCR 
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foram submetidas a PCR em tempo real, considerada a técnica mais sensível de detecção, 

sendo que 75% (6/8) apresentaram positividade (tabela 2). 

 

Tabela 2 – Detecção de norovírus em 483 amostras coletadas de crianças hospitalizadas com 

gastrenterite aguda em Belém-Pará, entre maio/2008 e abril/2011, de acordo com a 

metodologia de diagnóstico utilizada. 

EIA RT-PCR Nº espécimes Semi-nested (+) 
PCR 

Tempo Real (+) 

Sequenciamento 

Polimerase Capsídeo 

+ + 128 --- --- 
35 (GII.4d) 

2 (GII.b) 
4 (GII.7) 

1 (GII.3) 

+ - 22 14 (63,6%) ¹ 6 (75%) ² 
5 (GII.4d) 

4 (GII.b) 4 (GII.3) 

- + 21 --- --- 
2 (GII.4d) --- 

- - 312 --- --- 
--- --- 

Total  483 14 6 
52 5 

¹ Foram testadas 22 amostras por esta técnica. 

² Foram testadas 8 amostras por esta técnica. 

 

Quando se considerou os resultados obtidos pela semi-nested RT-PCR e PCR em 

tempo real, os valores de sensibilidade e especificidade do EIA aumentaram para 87,6% e 

99,4%, respectivamente.  

 

6.3 GENOTIPAGEM 

Um total de 28,8% (43/149) das amostras positivas pela RT-PCR da região da RdRp 

foi submetido à reação de sequenciamento nucleotídico, as quais 86% (37/43) foram 

classificadas como GII.4d, 9,3% (4/43) como GII.7 e 4,6% (2/43) como GII.b (figura 11).  
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Figura 11. Dendograma demonstrando a classificação genética das amostras positivas para 

norovírus, detectadas pela RT-PCR convencional (região B – 213 pb), em fezes de crianças 

hospitalizadas com gastrenterite aguda entre maio/2008 e abril/2011 em Belém-Pará. Os 

criptogramas representando as amostras deste estudo estão organizados da seguinte maneira: 

local de estudo (Pará) / código da amostra / país de coleta (Brasil) / mês-ano de coleta.  

PA/2A0088/BR/06-2008

PA/2A0610/BR/10-2008

PA/2A0287/BR/07-2008

GII-4 EU155115 Hu/5095/2001/Bra

PA/2A0351/BR/08-2008

PA/2A0914/BR/01-2009

GII-4 EU155116 Hu/5112/2001/Bra

PA/2A0058/BR/05-2008

PA/2A0906/BR/01-2009

PA/2A0147/BR/06-2008

PA/2A0479/BR/09-2008

PA/2A0484/BR/09-2008

PA/2A0604/BR/10-2008

PA/2A0662/BR/11-2008

PA/2A0738/BR/12-2008

PA/2A0739/BR/12-2008

PA/2A0989/BR/02-2009

PA/2A1049/BR/02-2009

PA/2A1449/BR/05-2009

PA/2A0644/BR/11-2008

PA/2A3855/BR/01-2011

PA/2A1317/BR/04-2009

PA/2A2748/BR/03-2010

PA/2A3106/BR/05-2010

PA/2A3639/BR/11-2010

PA/2A1025/BR/02-2009

PA/2A1129/BR/03-2009

AB543808 Norovirus Hu/GII-4/FUMI/2010/JP

GQ856457 Norovirus Hu/GII-4/Beijing/55150/2008/CHN

JN183166 Norovirus Hu/GII-4/S43/2008/Lilla Edet/Sweden

GQ166499 Norovirus Hu/GII/KSDA63/2006/Botswana

HM191773 Hu/GII-4/2200661/HK/2010 Hong Kong-China

HM748972 Norovirus Hu/GII-4/Teralba/NSW881Z/2009/AUS

HM635103 Norovirus Hu/GII-4/Seoul/0952/2010/KOR

PA/2A3013/BR/05-2010

PA/2A3199/BR/06-2010

PA/2A3321/BR/08-2010

PA/2A2894/BR/04-2010

PA/2A2707/BR/03-2010

PA/2A3901/BR/02-2011

PA/2A3412/BR/08-2010

PA/2A3486/BR/09-2010

PA/2A2626/BR/02-2010

PA/2A2783/BR/03-2010

PA/2A3183/BR/06-2010

PA/2A3244/BR/07-2010

GII-4d AY502023 Farmington Hills/2002/USA

GII-4 DQ078829 Hu/GII-4/Sydney348/97O/AU

GII-4 X76716 Bristol/B493

GII-12 AF414420 Hu/NLV/Honolulu/314/1994/US

GII-10 AF493226 Hu/NLV/GII/642/US

GII-1 U07611 Hu/NLV/Hawaii virus/1971/US

PA/2A0748/BR/12-2008

PA/2A1118/BR/03-2009

GII-b EU921389 Hu/Pune/PC52/2007/India

GII-b JN602259 Hu/693/b1/2008/AU/GII-3/GIIb

GII-b AB365435 Hu/Texas/TCH04-577/2004/US

GII-b AY773210 Hu/NLV/VannesL169/2000/France

GII-b AY652979 NLV/Paris Island/2003/USA

GII-2 X81879 Hu/calicivirus/Melksham

GII-3 U02030 Minireovirus TV24

GII-5 AF414423 Hu/NLV/White River/290/1994/US

GII-16 AF493209 Hu/NLV/GII/604/US

GII-11 AB074893 Sw/NLV/Sw918/1997/JP

AB682736 Norovirus Hu/GII-6 (CAP)/GII-7 (POL)/Ehime090371/2009/JP

GU131223 Hu/GII-9 (CAP)/GII-7 (POL)/Alingsas/p1/2009/SWE

FM212874 env/GGII-7/998/2007/ITA

PA/2A3894/BR/02-2011

PA/2A2620/BR/02-2010

PA/2A3231/BR/07-2010

GU017908 Norovirus Hu/GII-13 (CAP)/GII-7 (POL)/8599/Maizuru/2008/JPN

PA/2A3647/BR/11-2010

HM635124 Hu/GII-6 (CAP)/GII-7(POL)/Seoul/0555/2009/KOR

GII-6 (CAP)/GII-7 (POL) AF414407 Hu/NLV/Florida/269/1993/US

GII-7 AF414409 Hu/NLV/Gwynedd/273/1994/US

GII-9 (CAP)/GII-7 (POL) AY038599 Hu/NLV/VA97207/1997

GI-1 M87661 Norwalk virus

43

38

45

58

48

24

61

37

50

37

99

58

85

91

39

72

91

52

64

99

93

44

83

70

88

79

48

74

73

73

69

33

42

32

60

21

65

78

79

22

39

93

24

27

57

36

63

62

44

3

60

2

25
2

17

10

11

0.05

GII-4d

Osaka et al., 2007

GII-b

Phan et al., 2006

GII-7
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Das 63,6% (14/22) amostras com resultado positivo por EIA e que foram confirmados 

pela técnica de semi-nested RT-PCR, 64,3% (9/14) foram submetidas à reação de 

sequenciamento nucleotídico da região da RdRp, utilizando os mesmos iniciadores da 

primeira etapa da reação de semi-nested RT-PCR, das quais 55,6% (5/9) foram classificadas 

como GII-4d e 44,4% (4/9) como GII.b (figura 12). 
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Figura 12. Dendograma demonstrando a 

classificação genética das amostras 

positivas para norovírus, detectadas pela 

técnica de semi-nested RT-PCR (região 

A – 327 pb), em fezes de crianças 

hospitalizadas com gastrenterite aguda 

entre maio/2008 e abril/2011 em Belém-

Pará. Os criptogramas representando as 

amostras deste estudo estão organizados 

da seguinte maneira: local de estudo 

(Pará) / código da amostra / país de 

coleta (Brasil) / mês-ano de coleta. 
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Das 6 amostras classificadas pela região da RdRp como sendo GII.b tanto pela técnica 

de RT-PCR (2 amostras) quanto pela técnica de semi-nested RT-PCR (4 amostras), cinco 

puderam ser caracterizadas utilizando iniciadores específicos para a região do capsídeo 

(região D), considerada a mais variável do genoma viral, sendo todas classificadas como GII-

3 (figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Dendograma demonstrando a classificação genética, pela região do capsídeo 

(região D – 253 pb), das amostras caracterizadas como GII.b pela região da RdRp (regiões A 

ou B). Os criptogramas representando as amostras deste estudo estão organizados da seguinte 

maneira: local de estudo (Pará) / código da amostra / país de coleta (Brasil) / mês-ano de 

coleta. 



81 

 

 As amostras sequenciadas foram analisadas quanto à origem das crianças infectadas, a 

fim de determinar se os genótipos observados possuíam a mesma procedência. Observou-se 

que aparentemente as amostras de mesmo genótipo não apresentavam o mesmo local de 

origem, sendo provenientes, sobretudo de bairros da região metropolitana de Belém, incluindo 

os distritos de Icoaraci, Outeiro e Mosqueiro. Somente três amostras sequenciadas foram de 

crianças residentes no interior do Estado, advindas de Abaetetuba, Tailândia e Curralinho 

(Arquipélago do Marajó). 

 

6.4 DADOS CLÍNICOS 

A distribuição por faixa etária demonstrou que as crianças menores de 2 anos de idade 

apresentaram a maior taxa de infecção por NoVs (90,1%-154/171) (OD = 3.3921, IC 95% 

1.9385-5.9354, p<0.0001, NNH = 5) (tabela 3). 

 

Tabela 3 – Frequência por faixa etária dos casos positivos para norovírus detectados por EIA 

e/ou RT-PCR em crianças hospitalizadas com gastrenterite aguda entre maio/2008 e 

abril/2011 em Belém-Pará. 

FAIXA ETÁRIA (Meses) POSITIVO/TOTAL TESTADO (%) 

0 ├ 6 18/48 (37,5%) 

6 ├ 12 61/140 (43,6%) 

12 ├ 24 75/193 (38,8%) 

24 ├ 36 10/63 (15,9%) 

≥ 36 5/31 (16,1%) 

Não Informado* 2/8 (25%) 

TOTAL 171/483 (35,4%) 

*Pacientes sem informações em suas fichas clínicas a respeito da data de seu nascimento. 
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O valor de OD revela que as crianças com gastrenterite nesta faixa etária apresentaram 

cerca de 3 vezes mais chances de serem acometidas pelos NoVs do que as de outras idades. Já 

o valor do NNH (número necessário para causar um evento desfavorável) indica que a cada 3 

anos (período do estudo), um em cada cinco menores com quadro de gastrenterite 

apresentarão a infecção. A análise das fichas clínicas, contendo informações sobre os sinais e 

sintomas dos pacientes pediátricos, demonstrou que embora nem todas estivessem 

completamente preenchidas, foi possível a obtenção de alguns dados (tabela 4) 

 

Tabela 4 – Principais sinais e sintomas apresentados por crianças hospitalizadas com 

gastrenterite aguda entre maio/2008 e abril/2011 em Belém-Pará. 

SINAIS/SINTOMAS 

PREVALÊNCIA 

P-VALOR 
Casos POS Casos NEG 

VÔMITO 95,8% (137/143) 88,8% (206/232) 0.02 

FEBRE 90,6% (116/128) 93,2% (247/265) 0.3 

DESIDRATAÇÃO 

NÁUSEA 

ABDOME DISTENDIDO 

DEBILITAÇÃO FÍSICA 

94,4% (118/125) 

98% (50/51) 

88,9% (8/9) 

86,4% (19/22) 

87,4% (174/199) 

100% (90/90) 

92,8% (13/14) 

96,1% (49/51) 

0.04 

0.6 

0.7 

0.1 

MUCO NAS FEZES 71,4% (5/7) 88,2% (15/17) 0.1 

 

De todos os parâmetros analisados, aqueles que apresentaram valores estatisticamente 

significantes foram o vômito (OD=2.8) e a desidratação (OD=2.4), demonstrando que 

crianças acometidas por esse patógeno apresentam duas vezes mais chances de manifestarem 

esses sintomas.  
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A maioria das crianças infectadas por NoVs apresentou mais de 9 dias de diarreia 

(41,2%) (X²=0.062, p=0.8), 4 evacuações diárias (43,9%) (X²=2.435, p=0.1) e mais de 5 

episódios de vômito (90%) no período de internação (Teste-G=10.737, p=0.001). Estes 

mesmos parâmetros foram analisados comparando-os com os diferentes genótipos de NoVs 

observados neste estudo, a fim de identificar alguma associação entre eles (tabela 5). 

 

Tabela 5 – Médias dos sinais e sintomas, analisadas em comparação com os diferentes genótipos de 

norovírus, observados infectando crianças hospitalizadas com gastrenterite aguda entre maio/2008 e 

abril/2011 em Belém-Pará. 

Sinais/Sintomas 

GII.4d GII.b/GII.3 GII.7 

GII.4d 
Demais 

genótipos 
GII.b/GII.3 

Demais 

genótipos 
GII.7 

Demais 

genótipos 

 (n= 42) (n= 10) (n= 6) (n= 46) (n= 4) (n= 48) 

Duração diarreia 
(em dias) 

3,6 [30*] 
(p=0.7)** 

3,2 [7] 

 
3,3 [3] 3,6 [34] 3,2 [4] 3,6 [33] 

Nº evacuações/dia 3,7 [33] 3,8 [7] 3,5 [4] 3,8 [36] 
4,3 [3] 

(p=0.9) 

 

3,7 [37] 

 

Nº episódios vômito 
(período internação) 

4,1 [6] 4,4 [5] 3,7 [4] 4,5 [7] 
7 [1] 

(p=0.1) 
4 [10] 

* Quantidade de fichas que continham informações que puderam ser utilizadas nas análises. 
** P-Valores obtidos a partir do teste U (Mann-Whitney). 

 

6.5 SAZONALIDADE 

Durante os três anos de estudo foram observados três picos de positividade, em 

setembro e outubro de 2008 (63,6%); e em fevereiro de 2010 (62,1%) (figura 14).  

Foi mensurada a relação existente entre as taxas de positividade para NoVs e os 

parâmetros climáticos (pluviosidade, umidade relativa do ar e temperatura) nos três anos de 

estudo (figura 15), não tendo sido observada nenhuma correlação estatisticamente significante 

(pluviosidade: p=0.4780; umidade: p=0.6251; temperatura: p=0.1332). 
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Figura 14. Distribuição mensal dos casos positivos para norovírus detectados em crianças 

hospitalizadas com gastrenterite, durante três anos de vigilância (maio/2008 a abril/2011) em 

um hospital pediátrico de Belém-Pará. a) primeiro ano de estudo (maio/2008 a abril/2009); b) 

segundo ano de estudo (maio/2009 a abril/2010); c) terceiro ano de estudo (maio/2010 a 

abril/2011). 

a) 

b) 

c) 



85 

 

 

Figura 15. Correlação mensal entre as taxas de positividade para norovírus e os parâmetros 

climáticos (pluviosidade, umidade e temperatura) durante os três anos de estudo (maio/2008 a 

abril/2011) em Belém-Pará. 

 

O gráfico de controle de séries temporais foi aplicado para monitorar o controle 

estatístico da sazonalidade. Foi observado que os dados apresentam distribuição normal 

(p=0.734), sendo então possível a aplicação do gráfico de controle 16, que revelou que a 

sazonalidade observada durante os 3 anos de estudo se encontrava sob controle estatístico. 

Durante os três anos de coleta, as amostras também foram testadas para RoVs, sendo 

que somente aquelas com resultado negativo foram analisadas para NoVs. Foi então 

comparada a positividade em relação à sazonalidade obtida por ambos os patógenos neste 

triênio, sendo demonstrada que a frequência mensal de ambos sugere um efeito “gangorra”, 

em que quando um vírus apresenta alta taxa de infecção, o outro está em baixa frequência na 

população pediátrica e vice-versa (figura 17). 
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Figura 16. Gráfico de controle de séries temporais para o percentual de positividade dos 

norovírus no período de maio/2008 a abril/2011, em Belém-Pará. LSC: Limite superior de 

controle; LC: Linha central (cor vermelha); LIC: Limite inferior de controle; Estrelas em cor 

verde: previsão para os quatro últimos meses. Modelo gráfico proposto por Shewhart em 1924 

(SHEWHART, 1931). 

 

Figura 17. Sazonalidade observada para norovírus e rotavírus nos três anos de estudo 

(maio/2008 a abril/2011) em Belém-Pará. 
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7 DISCUSSÃO 

A positividade obtida neste estudo (35,4%) foi similar a observada no Espírito Santo 

(39,7%) entre 2004 e 2006 e menor do que o verificado na Alemanha (49%) entre 2002 e 

2008 (RIBEIRO et al., 2008; SPACKOVA et al., 2010). Contudo, quando comparada com a 

prevalência observada na cidade de Belém em estudos conduzidos anteriormente, tanto em 

pacientes hospitalizados quanto atendidos ambulatorialmente, fica claro a maior frequência 

desses agentes na população (14,6% [1992-1994]; 8,9% [1998-2000]; e 12,5% [2003]) 

(NAKAMURA et al., 2006; ARAGÃO et al., 2010; SIQUEIRA et al., 2010b). 

 O aumento na prevalência dos NoVs foi também observado no Rio de Janeiro 

(49,8%) e em outros estados do Brasil (41,6%) (FERREIRA et al., 2010; MORILLO et al., 

2011). Este fato pode estar relacionado a ampliação da circulação dos NoVs na população 

e/ou na melhoria da qualidade de métodos de detecção e vigilância deste patógeno. Contudo, 

é interessante notar que esse aumento ocorreu após a introdução da vacina monovalente 

Rotarix
TM

 (VORH-GlaxoSmithKline Biological [GSK
®
]) no calendário nacional de 

imunização em março de 2006. Não se pode afirmar que a maior frequência esteja relacionada 

à imunização contra RoVs, contudo efeito semelhante foi observado na Nicarágua após a 

introdução da vacina pentavalente RotaTeq
TM

 (RV5-Merck
®
) contra RoVs em outubro de 

2006 (BUCARDO et al., 2011). Um estudo que visou avaliar se a vacina contra RoVs 

conferia imunidade contra a infecção por NoVs, demonstrou que em um grupo de 405 

crianças, a maioria dos casos de noroviroses ocorreram naquelas imunizadas contra RoVs 

(ZENG et al., 2010), semelhante ao observado no presente estudo, em que a maioria das 

crianças foi vacinada. 

O EIA demonstrou ótimo desempenho para a detecção de NoVs. A sensibilidade 

observada neste estudo (85,9%) foi maior do que a observada em estudos conduzidos no 

Canadá (80,3%) e na Austrália (71%), contudo menor do que o demonstrado em pesquisa 
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conduzida previamente em Belém (92%), com amostras provenientes de quatro clínicas, 

incluindo a do presente estudo, na qual as amostras foram coletadas por um período menor de 

tempo, apenas dois meses (dezembro/2008 e janeiro/2009) (DIMITRIADIS E MARSHALL, 

2005; CASTRICIANO et al., 2007; SIQUEIRA et al., 2011). Com relação à especificidade 

(93,4%), a mesma foi maior do que as observadas na Espanha (73,1%), Irlanda (88%) e 

previamente em Belém (88%) (De BRUIN et al., 2006; WILHELMI de CAL et al., 2007; 

SIQUEIRA et al., 2011).  

As sensibilidades obtidas pelo EIA (87,7%) e pela RT-PCR (87,1%) quando se 

utilizou como “padrão ouro” os resultados obtidos por uma e/ou outra metodologia (curva 

ROC), indicam que ambas as técnicas apresentaram desempenho similar. O EIA demonstrou 

excelente reprodutibilidade de resultados quando comparados com os obtidos pelo método de 

referência (RT-PCR), o que sugere que as adaptações realizadas pelo fabricante na terceira 

geração do RIDASCREEN® Norovirus kit permitem sua utilização na detecção tanto de 

surtos quanto de casos esporádicos de gastrenterite, sem que haja grande variação nas taxas de 

positividade. 

A utilização de técnicas mais sensíveis de detecção, como a semi-nested RT-PCR e a 

PCR em tempo real, confirmou 90,9% (20/22) da positividade obtida pelo EIA, cujo resultado 

havia sido negativo pela RT-PCR convencional, elevando os valores de sensibilidade (87,6%) 

e especificidade (99,3%). O emprego da RT-PCR convencional e do EIA na triagem de 

grande número de amostras, demonstra a relevância de se utilizar duas metodologias de 

detecção com o objetivo de evitar possíveis perdas de positividade desses agentes.  Dessa 

maneira, o emprego de técnicas mais sensíveis como a semi-nested RT-PCR e a PCR em 

tempo real podem ser aplicadas como complementares as técnicas de triagem, quando há 

impossibilidade logística em se testar um grande número de amostras por essas metodologias. 
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O sequenciamento nucleotídico parcial de duas regiões distintas da RNA polimerase 

(ORF 1) (iniciadores utilizados na PCR convencional e na semi-nested RT-PCR) demonstrou 

que mais de 80,8% (42/52) das amostras foram GII.4d. Existem relatos deste genótipo 

circulando na população de Belém desde 1998 (SIQUEIRA et al., 2010b). Uma revisão 

sistemática da literatura realizada por Patel et al. (2008) reuniu dados de estudos conduzidos 

em diferentes locais, incluindo a América Latina, no período de 18 anos (1990-2008) e 

concluiu que este genótipo foi o responsável por 75-100% dos casos de gastrenterite tanto em 

surtos como em casos esporádicos. Uma ampla diversidade de GII.4 variantes foi reportada 

por esses autores, destacando o grande potencial de variabilidade genética atribuído a esse 

genótipo em todo o globo (JOHANSEN et al., 2008; OKADA et al., 2007). 

Um percentual de 9,3% das amostras sequenciadas foram classificadas como GII.7. 

Esse genótipo já foi registrado em um paciente pediátrico atendido ambulatorialmente na 

província de Chongqing, China (ZENG et al., 2012). Entre 2006 e 2010, foi considerado o 

terceiro principal genótipo relacionado a surtos de gastrenterite na Bélgica, sendo responsável 

por 2 surtos neste período (MATHIJS et al., 2011). A presença deste genótipo também já foi 

relatada em dois pacientes imunocomprometidos internados em um hospital universitário da 

Alemanha, vitimados por um surto de gastrenterite causado pelo genótipo GII.4 em 2006. 

Vale mencionar, que esses pacientes foram os únicos que apresentaram a cepa GII.7 dentre 

aqueles que foram hospitalizados em virtude deste surto. Verificou-se um longo período de 

excreção viral (27 e 81 dias) e essas amostras apresentaram-se intimamente relacionadas com 

isolados da Ásia datados de 1990 e 1994, sendo sugerida recombinação, com evidencia de 

evolução intra-individual em pacientes infectados cronicamente (HOFFMANN et al., 2010). 

Foi observada a presença da cepa GII.b em 11,5% (6/52) das amostras classificadas 

pela região da RdRp, as quais também foram submetidas ao sequenciamento genômico da 

região do capsídeo (ORF 2) a fim de determinar o genótipo circulante, considerando que, 
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segundo Bull et al. (2007), a classificação das polimerases em GII.a, GII.b, GII.c, GII.d ou 

GII.e as caracteriza como cepas indefinidas. Foi verificado que 83,3% (5/6) das amostras 

caracterizadas como GII.b foram classificadas como GII.3 quando analisadas pela região do 

capsídeo.  

A presença de cepas GII.b (região da RdRp)/GII.3 (região do capsídeo) sugerem 

fortemente a presença de genótipos recombinantes, especialmente considerando que este é o 

tipo de recombinação intergenotípica mais observada no mundo. Esta cepa tem sido alvo de 

estudos por já ter sido descrito como o principal responsável por surtos de gastrenterite na 

Europa, Austrália e Ásia (AMBERT-BALAY et al., 2005; BULL et al., 2005; PHAN et al., 

2006, 2007). No Brasil, o genótipo GII.3 já foi reportado infectando principalmente crianças 

assintomáticas em Vitória-ES, entre os anos de 2003 e 2004 (BARREIRA et al., 2010). 

Também já foram detectados em São Paulo (1995-1999) e no Rio de Janeiro (2004), inclusive 

com evidencias de cepas recombinantes (CASTILHO et al., 2006; VICTORIA et al., 2007). 

Em Belém, é a primeira vez que se conjetura a possibilidade de genótipos recombinantes 

circulando na população. 

Contudo, para confirmar a presença de recombinação é necessário o sequenciamento 

completo da região do capsídeo, a fim de determinar a presença de 16 aminoácidos que 

constituem um perfil único deste recombinante, sendo capaz de diferenciá-lo dos genótipos 

GII.3 que circulam comumente. Uma alternativa para a confirmação de cepas recombinantes é 

o sequenciamento da região de junção entre as ORFs 1 e 2 e a construção do gráfico de 

SimPlot (LOLE et al., 1999), que descartariam a possibilidade de não se tratar de 

recombinação e sim de co-infecção entre diferentes genótipos nas amostras que foram 

submetidas ao sequenciamento nucleotídico de ambas as regiões (BUESA et al., 2002; 

CHHABRA et al., 2010). 
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As amostras sugestivas de serem recombinantes foram coletadas entre novembro/2008 

e março/2009, compreendendo o primeiro ano de estudo (maio/2008 a abril/2009). 

Curiosamente, este foi o período de maior ocorrência dos casos de gastrenterite ocasionadas 

por NoVs. Uma explicação plausível, é que caso estas amostras se tratem realmente de 

genótipos recombinantes, esse ano pode ter sido o período de surgimento desta linhagem em 

Belém, antigenicamente nova em uma população susceptível, o que naturalmente favoreceria 

o aumento das infecções pela falta de um quadro imunológico estabelecido contra essa nova 

cepa em circulação. Contudo, mais estudos necessitam ser realizados a fim de comprovar essa 

hipótese, principalmente envolvendo o sequenciamento nucleotídico das outras 119 amostras 

positivas no estudo, a fim de determinar se existem outras suspeitas de recombinação e se 

todas se concentraram nesse mesmo período, bem como se houve a circulação de novos 

genótipos a partir deste momento. 

As crianças abaixo de dois anos de idade foram as mais acometidas pela infecção 

viral. Resultados similares de prevalência nesta faixa etária foram observados em estudos 

conduzidos em Vitória e previamente em Belém (ARAGÃO et al., 2010; RIBEIRO et al., 

2008). No entanto, esta diferença não foi verificada por Borges e colaboradores (2006) em 

crianças sintomáticas abaixo de três anos residentes na região central do país. No mundo, a 

prevalência deste patógeno é maior em crianças abaixo dos 5 anos e pessoas acima dos 65 

anos como observado em estudos conduzidos na Inglaterra, Austrália, Hong Kong e Irlanda 

(De WIT et al., 2001; MARSHALL et al., 2003; LAU et al., 2004; AMAR et al., 2007; 

PHILLIPS et al., 2010). 

Observou-se grande variedade de manifestações clínicas apresentadas pelos menores 

hospitalizados, no entanto somente vômito e desidratação indicaram alguma correlação com a 

infecção por NoVs, considerando que a diarreia foi critério de inclusão no estudo. O fato de 

muitas fichas clínicas não estarem completamente preenchidas, reforça a idéia de que muitos 
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destes dados clínicos estejam subestimados, especialmente aqueles já retratados na literatura 

como sendo comumente relacionados aos NoVs, como dores abdominais e náuseas (CDC, 

2011).  

Foi verificado um período relativamente longo de manifestações clínicas com as 

crianças apresentando mais de 9 dias de diarreia e mais de 5 episódios de vômito no período 

de internação, diferentemente do que é comumente reportado na literatura (até 3 dias de 

manifestações) (CDC, 2011). Contudo, como citado por Lopman et al. (2004) esse período 

pode ser prolongado quando se tratam de crianças, idosos e pacientes hospitalizados, como é 

o caso deste estudo.  

Vale ressaltar que essas manifestações clínicas prolongadas, bem como o longo 

período de internação de muitos pacientes, podem ter sido potencializados pela infecção por 

outros patógenos, especialmente aqueles que causam infecções respiratórias, visto que 17% 

dos menores hospitalizados acometidos por NoVs, também apresentaram em seus prontuários, 

diagnóstico clínico comprovado de doença respiratória, tendo sido relatados quadros de  

bronquite, bronquiolite, pneumonia, bronco-pneumonia, gripe, resfriado e tosse. 

Apesar de não ter sido observada associação estatisticamente significante entre as 

infecções respiratórias e a duração do tempo de diarreia (p=0.8324), número de evacuações 

(p=0.2677) e episódios de vômito (p=0.3894), acredita-se que outros fatores como uso 

prolongado de medicamentos (que podem gerar efeitos colaterais), possível imunossupressão 

dos menores e outras infecções, sobretudo, parasitárias, podem estar envolvidos no 

prolongamento dessas manifestações clínicas ou do período de internação das crianças, porém 

sem possibilidade de serem comprovados, em virtude da ausência de algumas informações 

nas fichas clínicas destes pacientes. 

A duração do tempo de diarreia, número de evacuações diárias e de episódios de 

vômito no período de internação, foram analisados separadamente em comparação com os 
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diferentes genótipos de NoVs encontrados no estudo. Observou-se que, aparentemente, as 

crianças infectadas com NoVs GII.4d apresentaram maior média de duração da diarreia (3,6 

dias) em relação aos outros genótipos encontrados (GII.b/GII.3 [3,3 dias] e GII.7 [3,2 dias]). 

Em contrapartida, os menores infectados com NoVs GII.7 apresentaram maior média de 

evacuações por dia (4,3 evacuações) contra 3,7 (GII.4d) e 3,5 (GII.b/GII.3), bem como maior 

quantidade de episódios de vômito no período de internação (7 episódios) contra 4,1 (GII.4d) 

e 3,7 (GII.b/GII.3). Autores sugerem que possa existir relação entre o genótipo de NoVs com 

os sinais/sintomas apresentados durante a infecção (FRIESEMA et al., 2009), podendo-se 

observar diferenças de sintomatologia dependendo do genótipo. Contudo, dados mais 

consistentes são necessários para confirmar se de fato, a infecção causada pelos genótipos 

encontrados nesse estudo, influenciou na maior duração do tempo de diarreia, do número de 

evacuações diárias e episódios de vômito, especialmente considerando que o p-valor 

demonstrado não foi estatisticamente significante. Uma alternativa para melhor trabalhar esta 

hipótese, seria a caracterização molecular de mais amostras positivas desse estudo, a fim de 

aumentar a quantidade de genótipos identificados e permitir uma análise mais segura. 

Durante os três anos de vigilância foi demonstrada maior prevalência em setembro e 

outubro de 2008 (63,6%) e em fevereiro de 2010 (62,1%), sendo que nenhuma correlação 

estatisticamente significante foi observada quando comparada aos parâmetros climáticos 

analisados. Muitos estudos de sazonalidade descrevem um aumento das taxas de infecção por 

NoVs nos meses de inverno nos países de clima temperado (FRETZ, 2005). Ao contrário, nos 

países tropicais, a infecção por esses patógenos são observadas ao longo de todo o ano, não 

demonstrando um padrão sazonal de ocorrência como observado em um estudo conduzido 

durante 8 anos (1998-2007) na região sudeste do Brasil (SOARES et al., 2007).  

Na região central do país (clima subtropical), os NoVs também circularam ao longo de 

todo o ano, contudo apresentando picos de prevalência de setembro a março, período chuvoso 
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e com alta umidade (BORGES et al., 2006). No Rio de Janeiro foi observado um perfil 

bifásico de prevalência que compreendeu o período de março a maio e setembro a outubro de 

2004 (VICTORIA et al., 2007), sendo este último semelhante ao observado no presente 

estudo. De fato, assim como nessas outras regiões, Belém parece não apresentar um padrão 

sazonal de infecção para os NoVs.  

Esses dados denotam que mais estudos são necessários para melhor elucidar quais 

fatores influenciam nas taxas de infecção viral, se realmente envolvem fatores climáticos ou 

comportamentais da população, especialmente considerando que o Brasil tem dimensões 

continentais e a região amazônica pode diferir significativamente em termos epidemiológicos 

de outras regiões do país e do mundo.  

Foi empregado o gráfico de controle de séries temporais a fim de monitorar a 

sazonalidade observada para os NoVs nos três anos de vigilância. Verificou-se que o processo 

se encontrava sob controle estatístico, sendo observada uma tendência à estabilidade, sem 

evidência de sazonalidade (indicação de um padrão de flutuação na série no período de um 

ano) e nem de ciclo (indicações de padrões na série que se repetem nos períodos superiores a 

um ano). Não foi revelado nenhum valor discrepante ao longo dos três anos, que fugisse às 

linhas de controle estatístico, sugerindo fortemente que não houve nenhum fator atípico que 

pudesse influenciar a estabilidade da série, tão pouco a presença de viés na coleta mensal das 

amostras. 

Com relação à sazonalidade observada para NoVs e RoVs, verificou-se um efeito 

“gangorra” nas taxas mensais de positividade de ambos os vírus. Principalmente nos dois 

primeiros anos de estudo (maio/2008 a abril/2010) ficou claro que quando a taxa de detecção 

para NoVs está alta, a de RoVs está baixa e vice-versa. Este achado justifica o porquê do 

número de casos de diarreia se manter constantemente elevado. 
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Não foi observada a presença do genogrupo GI circulando entre as crianças 

hospitalizadas neste estudo. A prevalência de GII sobre GI é amplamente demonstrada em 

estudos nos mais diversos lugares do mundo (BON et al., 1999; FOLEY et al., 2000; 

MARTÍNEZ et al., 2002; SUBEKTI et al., 2002). A razão de cepas pertencentes à GII serem 

mais observadas na população ainda é pouco conhecida, contudo propriedades biológicas, 

virulência, rotas de transmissão e estabilidade do vírus no ambiente podem ser possíveis 

explicações (BUESA et al., 2002). Apesar de não ter sido detectado, é reconhecida a presença 

de GI nos ecossistemas aquáticos de Belém (TEIXEIRA et al., 2011), evidenciando assim, a 

circulação deste genogrupo na população. Desta maneira, acredita-se que a virulência possa 

ser um dos principais fatores para não encontrá-lo em menores hospitalizados, já que uma 

baixa virulência manifestaria quadros clínicos mais brandos, o que provavelmente não iria 

requerer internação. 
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8 CONCLUSÕES 

 O percentual de positividade obtido (35,4%) nesse estudo evidenciou a importância dos NoVs 

como patógenos associados a quadros de gastrenterite grave que requerem hospitalização;  

 

 A alta prevalência observada reforça que na era pós-vacina contra RoVs, se faz necessária 

uma vigilância ativa de outros enteropatógenos, uma vez que se observou um considerável 

aumento nas taxas de prevalência dos NoVs após a introdução, em março de 2006, da vacina 

Rotarix
TM

 no calendário nacional de imunização; 

 

 A excelente reprodutibilidade de resultados apresentados pelo EIA, indica seu uso na detecção 

dos NoVs tanto em surtos, quanto na triagem de casos esporádicos de gastrenterite; 

 

 A prevalência da cepa GII.4d (mais frequente em todo o mundo) e de possíveis 

recombinantes, demonstram que os genótipos circulantes em Belém apresentam grande 

potencial de variabilidade genética, o que pode favorecer sua persistência na população por 

longos períodos conforme amplamente descrito na literatura, sendo necessária maior atenção 

dos pesquisadores; 

 

 A maior frequência dos NoVs infectando crianças menores de 2 anos e a presença, 

principalmente de vômito e desidratação, confirmam aquilo que é largamente difundido na 

literatura, requerendo maior cuidado dos profissionais de saúde no atendimento médico e de 

enfermagem; 

 

 Não foi definida nenhuma sazonalidade, bem como não se observou nenhuma correlação 

entre as taxas de positividade e os parâmetros climáticos analisados. Verificou-se uma 
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alternância na prevalência mensal entre os NoVs e os RoVs, o que supõe que as medidas de 

prevenção e controle destes patógenos devem ser objetos de atenção das autoridades e da 

população ao longo de todo o ano; 

 

 Por fim, os dados obtidos neste estudo podem servir de base para pesquisas com vacinas 

candidatas para NoVs; e reforçam a necessidade de uma vigilância ativa para o controle dos 

genótipos circulantes, e as intervenções necessárias, a fim de diminuir a morbidade 

ocasionada por esse vírus. 

 

 

9 PERSPECTIVAS 

Pretende-se confirmar pela análise molecular da região de junção das ORFs 1 e 2 ou 

pelo sequenciamento completo da região do capsídeo viral, se as 5 amostras classificadas 

como GII.b(polimerase)/GII.3(capsídeo) realmente são recombinantes. Além destas amostras, 

seria incluída nesta análise mais uma classificada como GII.b pela RdRp, mas que não se 

obteve resultados satisfatórios quando analisadas pelo capsídeo, para verificar se também se 

trata de uma amostra GII.3. 

Também se objetiva testar algumas amostras classificadas, pela RdRp, como GII.4d e 

GII.7, com os iniciadores de cadeia específicos para o capsídeo, a fim de verificar se houve 

alguma alteração na classificação destas amostras que poderiam sugerir alguma 

recombinação. 

Por fim, poderá ser realizado o teste de ME nas duas amostras que foram positivas 

pelo EIA e negativas por todas as outras técnicas utilizadas (RT-PCR convencional, semi-

nested RT-PCR e PCR em tempo real) para uma confirmação final de seu resultado. 
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APÊNDICE A: Modo de preparo das diversas soluções que foram utilizadas nos diferentes 

procedimentos laboratoriais e no tratamento das amostras. 

SOLUÇÃO REAGENTE QUANTIDADE 

EDTA 0,2M pH 8,0 
EDTA - ácido etileno diamino tetracético 14,88 g 

Água destilada (q.s.p.) 200 ml 

Preparo: Ajustar a pH 8,0 com NaOH 10 M antes de completar o volume final. 

EDTA 0,5M pH 8,0 

EDTA - ácido etileno diamino tetracético 37,22 mg 

Água destilada (q.s.p.) 200 ml 

Preparo: Ajustar a pH 8,0 com NaOH 1M antes de completar o volume final. 

Tris-HCl 0,1M pH 6,4 

Tris HCl 7,88 g 

Água destilada (q.s.p.) 500 ml 

Preparo: Ajustar a pH 6,4 com HCl PA antes de completar o volume final. 

Tampão Tris/HCl/Ca
++

 

0,01M pH 7,2 

Tris HCl 1,57 g 

Cloreto de Cálcio - CaCl2- 0,0015M 0,22 g 

Água destilada (q.s.p.) 1000 ml 

Preparo: Em um becker de vidro, adicionar os reagentes, homogeneizar até a completa diluição e 

ajustar o pH para 7,2 com ácido clorídrico (HCl) PA antes de completar o volume final. Aliquotar, 

autoclavar a 121
o
C/20 minutos e conservar a 4 

o
C. 

Sílica 
Dióxido de silício 60,00 g 

Água destilada (q.s.p.) 500 ml 

Preparo: Homogeneizar e deixar a sílica sedimentar por 24 horas. Desprezar 430 ml do sobrenadante 

por sucção e ressuspender a sílica em 500 ml de água destilada, sedimentar por 5 horas e desprezar 440 

ml do sobrenadante. Adicionar ácido clorídrico a 37% em pequenos volumes até ajustar o pH para 2,0. 
Separar alíquotas de 10 ml em frascos de cor âmbar, autoclavar e estocar a temperatura ambiente. 

Tampão L6 

Isotiocianato de guanidina 60,00 g 

Triton X-100 1,30 g 

EDTA 0,2M pH 8,0  11 ml 

Tris-HCl 0,1M pH 6,4 (q.s.p.) 50 ml 
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Preparo: Adicionar os reagentes a um becker, homogeneizar com agitador magnético em banho-maria a 

56
o
C até completa dissolução e conservar a temperatura ambiente em frasco âmbar. 

Tampão L2 

Isotiocianato de guanidina 60,00 g 

Tris-HCl 0,1M pH 6,4 (q.s.p.) 50 ml 

Preparo: Adicionar os reagentes a um becker, homogeneizar com agitador magnético em banho-maria a 

56
o
C e conservar a temperatura ambiente em frasco âmbar. 

AE 

Tris HCl 0,157 g 

EDTA 0,0186 g 

Água destilada (q.s.p.) 100 ml 

Preparo: Homogeneizar o Tris HCl em água destilada em agitador magnético. Depois de dissolvido, 
adicionar o EDTA e ajustar para pH 9,0. 

TBE 10X 

Tris Base 108,00 g 

Ácido Bórico 55,00g 

EDTA 0,5M pH 8,0 40 ml 

Água destilada (q.s.p.) 1000 ml 

Preparo: Homogeneizar as substancias listadas em água destilada com auxílio de agitador magnético até 
total dissolução das mesmas. 

TBE 1 X 

TBE 10X 100 ml 

Água destilada (q.s.p.) 1000 ml 

Preparo: Diluir o TBE 10 X em água destilada até a concentração final de 1 X. 

Gel de agarose a 1,5% 
Volume final: 70 ml 

Agarose 1,05 g 

Tampão TBE 1X 70 ml 

SYBR Safe DNA Gel Stain 7,0 µl 

Preparo: Dissolver por aquecimento em forno de microondas por 2 minutos e resfriar até 50
o
C. 

Acrescentar água destilada até completar o volume inicial de TBE 1X e acrescentar o SYBR Safe em 

recipiente plástico, homogeneizar e verter na cuba de eletroforese para polimerizar. 

Gel de agarose a 2,0% 

Volume final: 35 ml 

Agarose 70 g 

Tampão TBE 1X 35 ml 

SYBR Safe DNA Gel Stain 3,5 µl 

Preparo: Dissolver por aquecimento em forno de microondas por 1m30s e resfriar até 50
o
C. 

Acrescentar água destilada até completar o volume inicial de TBE 1X e acrescentar o SYBR Safe em 

recipiente plástico, homogeneizar e verter na cuba de eletroforese para polimerizar. 
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APÊNDICE B: Protocolo de purificação de DNA a partir da extração do gel de agarose. 

Adaptado de QIAquick Gel Extraction Kit Protocol (QIAGEN). Procedimento utilizando 

microcentrífuga. 

 Recomendações antes de começar: 

 

1. Observar a cor amarela do Buffer QG que indica um pH ≤ 7,5. 

 

2. Adicionar Etanol (96-100%) no Buffer PE antes do uso. 

 

3. Ajustar todas as etapas de centrifugação para 10.000 rpm, em temperatura ambiente 

(22°C). 

 

4. Adicionar a um tubo de 0,5 ml a quantidade necessária de Buffer EB (tampão de 

eluição). O mesmo deverá ser aquecido a 75°C em chapa-quente ou banho-maria. Essa 

quantidade depende do número de amostras que serão purificadas. 

 

 Procedimento de purificação: 

 

1. Identificar e pesar tubos vazios e esterilizados de 1,5 ml. 

 

2. Aplicar o produto da PCR em um gel de agarose a 1%. 

 

3. Submeter à eletroforese horizontal obedecendo a regra da distância entre os eletrodos da cuba 

para calcular a voltagem (5 V para cada 1 cm). 

 

4. Após eletroforese, cortar a banda de interesse com o auxílio de um bisturí, retirando o 

máximo de agarose possível. 

 

5. Acondicionar a banda de agarose com o DNA de interesse no tubo previamente identificado e 

pesado. 

 

6. Realizar a diferença entre o peso do tubo contendo a banda, com o mesmo sem a banda, a fim 

de determinar o valor real da banda de agarose contida no tubo. 

 

7. Adicionar 3x o volume do Buffer QG para cada volume do peso da banda extraída. 

 

8. Incubar em banho-maria a 50 °C por 10 minutos para dissolver toda a banda de agarose. 

Durante o período de incubação, agitar os tubos em aparelho tipo Vortex a cada 2-3 min. 

 

9. Após incubação, adicionar 1 volume de isopropanol para cada 1 volume de peso da banda e 

agitar em Vortex. 

 

10. Passar o conteúdo do tubo para as colunas do kit previamente identificadas.  
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11. Centrifugue as colunas por 1 minuto a 10.000 rpm. O conteúdo que atravessou a membrana da 

coluna e se depositou no tubo coletor da mesma deve ser pipetado e colocado novamente na 

coluna. Então repetir a centrifugação por 1 minuto adicional. 

 

12. Adicione à coluna 500 µl de Buffer QG e centrifugue por 1 minuto a 10.000 rpm e descarte o 

conteúdo depositado no tubo coletor. 

 

13. Para a lavagem, adicione 750 µl de Buffer PE na coluna e aguarde 5 minutos. 

 

14. Centrifugue por 1 minuto a 10.000 rpm e descarte o conteúdo depositado no tubo coletor. 

 

15. Para remover qualquer resquício de etanol e Buffer PE, centrifugue as colunas vazias por 1 

minuto, porém à velocidade de 13.000 rpm. 

 

16. Passe a coluna para um tubo limpo de 1,5 ml, sem tampa, para coletar o DNA purificado. 

 

17. Adicionar o tampão de eluição (Buffer EB) quente bem ao centro da coluna, sem encostar no 

filtro. Incubar em temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugar por 2 minutos a 13.000 

rpm. Amostra com muito DNA deve ser eluída com 30 µl a 50 µl; àquelas com pouco DNA, 

eluir com 20 µl a 30 µl. 

 

18. Após centrifugação, coletar o DNA purificado e acondicioná-lo à -20 ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



122 

 

APÊNDICE C: Protocolo de purificação de DNA a partir do produto da PCR. Adaptado de 

QIAquick PCR Purification Kit Protocol (QIAGEN). Procedimento utilizando 

microcentrífuga. 

 Recomendações antes de começar: 

 

1. Observar a cor amarela do Buffer QG que indica um pH ≤ 7,5. 

 

2. Adicionar Etanol (96-100%) no Buffer PE antes do uso. 

 

3. Ajustar todas as etapas de centrifugação para 10.000 rpm, em temperatura ambiente 

(22°C). 

 

4. Adicionar a um tubo de 0,5 ml a quantidade necessária de Buffer EB (tampão de 

eluição). O mesmo deverá ser aquecido a 75°C em chapa-quente ou banho-maria. Essa 

quantidade depende do número de amostras que serão purificadas. 

 

 Procedimento de purificação: 

 

 

1. Adicionar 5x o volume do Buffer PB para cada volume da quantidade de PCR a ser 

purificada. 

 

2. Passar o conteúdo do tubo para as colunas do kit previamente identificadas.  

 

3. Centrifugue as colunas por 1 minuto a 10.000 rpm. O conteúdo que atravessou a membrana da 

coluna e se depositou no tubo coletor da mesma deve ser pipetado e colocado novamente na 

coluna. Então repetir a centrifugação por 1 minuto adicional. 

 

4. Para a lavagem, adicione 750 µl de Buffer PE na coluna. 

 

5. Centrifugue por 1 minuto a 10.000 rpm e descarte o conteúdo depositado no tubo coletor. 

 

6. Para remover qualquer resquício de etanol e Buffer PE, centrifugue as colunas vazias por 1 

minuto, porém à velocidade de 13.000 rpm. 

 

7. Passe a coluna para um tubo limpo de 1,5 ml, sem tampa, para coletar o DNA purificado. 

 

8. Adicionar o tampão de eluição (Buffer EB) quente bem ao centro da coluna, sem encostar no 

filtro. Incubar em temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugar por 2 minutos a 13.000 

rpm. Amostra com muito DNA deve ser eluída com 30 µl a 50 µl; àquelas com pouco DNA, 

eluir com 20 µl a 30 µl. 

 

9. Após centrifugação, coletar o DNA purificado e acondicioná-lo à -20 ºC. 
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