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RESUMO

Através da eletroforese em gel de poliacrilamida e do ensaio imunenzimdtico combinado para rotavirus e adenovirus, foram analisadas 380
amostras fecais de criangas com até 3 anos, hospitalizadas com diarréia aguda, entre maio de 2000 e janeiro de 2004, em Campo Grande, MS.
Do total de amostras, 88 (23,2%) foram positivas para Rotavirus A. Dentre essas, 81 (92%) tiveram padrdo eletroferotipico definido, sendo 77
(87.5%) de padrdo longo e quatro (4,5%) de padrdo curto. A caracterizagdo genotipica G e P foi feita por RT-Nested-PCR para 85 amostras,
sendo 56 (65,9%) genotipdveis para gendtipo G. Dentre essas, 49 (87,5%) foram G1, cinco (8,9%) G4, uma (1,8%) G3 e uma (1,8%) G9.
Considerando a genotipagem P, 37 (43,5%) foram genotipdveis e todas eram P[8]. A associagdo G e P mais observada foi G1P[8], 33 (89,2%)
amostras; seguida de G4P[8], duas (5,4%) amostras; G3P[8], uma (2,7%) amostra; e G9P[8], uma (2,7%) amostra.
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ABSTRACT

Polyacrylamide gel electrophoresis and combined immunoenzyme assay for rotavirus and adenovirus were used to analyze 380 fecal samples from
children up to three years of age who were hospitalized with acute diarrbea in Campo Grande, State of Mato Grosso do Sul, between May 2000 and

January 2004. Among all the samples, 88 (23.2%) were positive for Rotavirus A. Out of these, 81 (92%) had a defined electrophoretic pattern: 77
(87.5%) with a long pattern and four (4.5%) with a short pattern. Genotype G and P characterization was done by nested RT-PCR for 85 samples,
of which 56 (65.9%) were genotyped as type G. Among these, 49 (87.5%) were G1, five (8.9%) were G4, one (1.8%) was G3 and one (1.8%) was
G9. The genotype was found to be type P in 37 samples (43.5%) and all of these were P[8]. The G and P association most observed was GIP[8],
with 33 samples (89.2%), followed by G4P[8], two samples (5.4%); G3P[8], one sample (2.7%); and GIP[8], one sample (2.7%).
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Os Rotavirus A sio considerados, em escala universal,
importantes agentes etiologicos de diarréia aguda em bebés e
criancas menores de 3 anos de idade e uma das causas mais
comuns de hospitalizacio de criancas na faixa etria de zero a
quatro anos?’.

As particulas virais completas apresentam 75nm de didmetro,
morfologia esférica, simetria icosaédria, sem envelope lipidico.

0 capsidio viral é organizado em trés camadas concéntricas de
proteinas que envolvem o genoma, composto de 11 segmentos
de RNA de dupla fita (4sRNA)*.

De acordo com variagdes nos segmentos gendmicos
codificantes das proteinas VP7 e VP4, formadoras do capsideo
externo, os Rolavirus A apresentam diferentes genotipos G (15)
eP (20), respectivamente, com predominio, em escala universal,
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do gendtipo GIP[8]. No Brasil, os gendtipos mais comumente
observados sio G1P[8], G3P[8], G4P[8], G2P[4], embora
outras combinacdes tenham sido detectadas como G1P[6],
G2P[6], G9P[8], o que evidencia uma multiplicidade de amostras
Circulantes4 81015172124 34.

No Brasil, a gastroenterite aguda por Rotavirus A tem sido
estimada, considerando os casos de hospitalizacio, em 12 a
429%82933,

A importincia epidemioldgica da gastroenterite por
Rotavirus A em todo o mundo, com a implantacio do processo
vacinal, impde a necessidade de caracterizagdo das amostras
virais circulantes em cada regido geogrifica. Com a finalidade
de conhecer a epidemiologia regional e de contribuir para
a implementacao das medidas de controle e prevencio da
gastroenterite por Rotavirus A no Estado de Mato Grosso do
Sul, a proposta deste trabalho foi a de determinar a prevaléncia
de Rotavirus A, bem como os genotipos G e P circulantes desse
virus em criancas hospitalizadas com quadro de gastroenterite
aguda, na cidade de Campo Grande, MS.

MATERIAL E METODOS

0 material de estudo constituiu-se de 380 amostras de fezes
in natura com aproximadamente 10ml, coletadas de igual
nimero de criangas, 226 do sexo masculino e 154 do feminino,
com até trés anos de idade e internadas no Setor de Pediatria da
Santa Casa de Misericordia com quadro de gastroenterite aguda,
durante o periodo de maio de 2000 a janeiro de 2004. A coleta das
amostras foi realizada apds autorizacdo dos pais ou responsavel
e do preenchimento de uma ficha epidemioldgica.

0 estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (protocolo N’ 205) e
financiado pelo Conselho Nacional de Ciéncia e Tecnologia-CNPq
(Processo no. 520729/99-4).

A detec¢iio de Rotavirus A foi realizada utilizando duas
metodologias: eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA)* com
a classificacdo dos eletroferotipos® e ensaio imunoenzimdtico
combinado para rotavirus e adenovirus (EIERA)*.

A caracterizacio genotipica foi feita para genétipos G e P por
RT-Nested-PCR. Para o procedimento, o dsRNA viral foi extraido
seguindo a descri¢do da literatura’. A primeira e a segunda reagdo
de amplificacio para G e P foram feitas seguindo protocolos e
iniciadores previamente descritos'® '°.

A andlise estatistica dos resultados foi feita através do
programa Epi Info 6 versdo 6.04: Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), Atlanta, GA), utilizando os testes qui-quadrado
(0 e exato de Fisher, com grau de confianca de 95%.

RESULTADOS

Foi observado que 88 (23,2%) criangas apresentavam
positividade para Rofavirus A, sendo 52 (59,%) do sexo
masculino e 36 (41%) do sexo feminino (p = 0,934).
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A andlise da positividade em relacdo a faixa etdria e estacio
climdtica mostrou percentual maior de positividade em criangas
na faixa etiria de 7 a 12 meses e também maior pico de ocorréncia
viral nos meses de abril a agosto (p = 0,009) (Tabela 1). Em
Campo Grande, o periodo do estudo (abril-agosto) correspondeu
a estacdo de seca, com temperatura média de 21,7°C, indice
pluviométrico de 60,3mm’ e umidade relativa do ar atmosférico
de 63,2%. Setembro—margo correspondeu 2 esta¢io chuvosa,
com temperatura média de 24,8°C, indice pluviométrico de
165,9mm’ e umidade relativa do ar atmosférico de 72,4% (dados
fornecidos pelo Setor de Metereologia da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria - EMBRAPA).

Tabela 1 - Distribuicdio percentual de amostras de Rotavirus A em relacdo

a faixa etdria e estacdo climdtica, em Campo Grande/MS, no periodo
de 2000 a 2004.

Varidveis Amostras Positividade p
n® %

Faixa etdria (meses)
0a6 121 15,7 0,009
7al2 147 30,6
13224 103 22,3
25236 9 11,1

Estacdo climdtica
seca (abril /agosto) 147 30,6 0,009
chuvosa (setembro/margo) 121 15,7

Das 82 amostras positivas pela EGPA, 81 (98,7%) tiveram o
padrio eletroferotipico definido, sendo 77 (95,1% ) de padrao
longo e 4 (4,9% ) de padrio curto.

Considerando a genotipagem, das 85 amostras analisadas,
56 (65,8%) foram genotipdveis e, dentre essas, 49 (87,5%) foram
classificadas como G1, cinco (8,9%) como G4, uma (1,8%) como
G3 e uma (1,8%) como G9. A genotipagem P mostrou que todas
as 37 amostras genotipaveis eram P[8]. A associagdo G e P mais
comum, com 33 (89,2%) amostras, foi G1PJ8], seguida de duas
amostras G4PI80, uma G3PI8[ e outra G9 PISL.

A andlise da circulagio dos gendtipos em relagio ao ano de
deteccio mostrou que G1 ocorreu em todos os anos com excecio
de 2001, ano em que foram detectadas as cinco amostras G4. Os
gen6tipos G3 e G9 ocorreram no ano de 2003.

DISCUSSAOQ

Estimativas oriundas de multiplas investigacGes realizadas
no Ambito hospitalar e ambulatorial em vrios paises revelam

percentuais de positividade para rotavirus que variam de 12 a
50%1 891013162226 34

No presente estudo, observou-se indice de positividade de
23,2% para Rotavirus A e, em estudos realizados anteriormente
na regido Centro-Oeste do Brasil, os indices de deteccio variaram
de 11,8% a 37,2% em Goidnia®'°, sendo observado indice de
26% em Brasilia®. Dessa forma, os resultados deste estudo sdo
concordantes com os da regido Centro-Oeste do Brasil, bem como
com os de outras partes do mundo.
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Quando se considera a positividade para Rotavirus A em
relagdo a género, observa-se que estes dados estdo de acordo
com o resultado obtido por outros autores, que também nio
observaram diferenca significativa para os géneros* *. Por outro
lado, alguns trabalhos mostraram maior indice de positividade
para o género masculino® "2,

Em nosso estudo foi observado que a infeccdo por Rotavirus
A ocorreu em todas as faixas etdrias, incluindo criangas com
menos de seis meses de idade, embora com ocorréncia maior nas
criangas situadas na faixa etiria de 7 a 12 meses. A infeccdo por
Rotavirus A na faixa etdria de 0 a 6 meses tem sido considerada
de ocorréncia assintomdtica®, o que contrasta com o observado
no presente estudo. Outros estudos, incluindo os realizados em
Goidnia’ °%, mostram importante indice de infec¢do sintomdtica
nessa faixa etdria, o que pode refletir as condigdes sdcio-
econdmico-sanitirias da populagdo. Por outro lado, um indice
menor de infeccdo foi observado nas criangas maiores de 24
meses de idade, o que reforca o conceito de que, apés os dois
anos de vida, o nimero de casos de infeccio por rotavirus tende
a diminuir, talvez devido a0 fato de que grande parte das criangas
nessa faixa etdria ja tenham tido contato com o agente, o que lhes
confere imunidade" .

Neste estudo, foi observado que 95% das amostras eram
padrio longo. Esse resultado estd de acordo com outros da
literatura, em que se observa uma nitida preponderancia do
padrio longo em relacio ao curto®*. Também, foi observada uma
extensa variabilidade de eletroferotipos, com a conotacio ainda de
que eram bastante particulares em relacio ao ano de ocorréncia.
Esse fato refor¢a a opinifio de que o padrdo de bandeamento
dos 11 diferentes segmentos de dsRNA de Rotavirus A fornecem
importante informacao inicial em termos de variacdo de amostras
em determinado tempo e localidade!! 2.

Neste estudo, observou-se o predominio do gendtipo Gl,
seguido do G4, G3 e G9. Os gendtipos G1-G4 sdo considerados
usuais®”*, embora outros tipos G como 0 G5, G8, G9, G10,G11 e
G12 tenham também sido detectados'” 3% Esses dados apontam
para a possibilidade de mudangas na prevaléncia de diferentes
gendtipos por regido. A andlise em relaco ao ano de detecgdo
mostrou que, neste estudo, o gendtipo G1 ocorreu em todos 0s
anos com exceg¢do de 2001, quando foram detectados todos os
G4. Os gendtipos G3 e G9 ocorreram em 2003. As investigacdes
indicam, via de regra, que um determinado gendtipo predomina
durante um ou dois anos, emergindo, a partir de entdo, uma
nova variedade antigénica dominante'® *°% o que também
implica cuidado relativo a estratégias vacinais®*2. Por outro lado,
considerando a genotipagem P, todas as amostras genotipaveis
foram P[8] e, como resultado, a associacdo G e P predominante
foi GIP[8], o que corrobora estudos de diferentes partes do
mundOS 1733 36.

Como um todo, a prevaléncia de Rotavirus A observada em
nosso estudo vem corroborar os dados de outras regioes do
mundo, incluindo o Brasil e a regido Centro-Oeste. Assim sendo,
esses dados podem servir de subsidio no sentido de reforcar
as informagdes concernentes 2 problemdtica socio-econdmica
decorrente da enfermidade por esses virus, como 0 aumento na

demanda dos servigos de satide e a necessidade de hospitalizagdo,
0 que, inclusive, expde a crianga a outros patogenos, acarreta
custos e perda de dias de trabalho dos pais ou responsaveis. O
estudo aponta, ainda, para a necessidade de continua monitorago
desses virus dentro da possibilidade da emergéncia de novas
amostras que podem n#o estar inclusas nas vacinas em uso.
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