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RESUMO

Rotavirus A (RVA) é importante agente causador da gastroenterite aguda (GEA), sendo
recomendada a vacinacdo para a prevencao e o controle dessa virose. No Brasil, a partir
de 2006, duawacinas tém sido utilizadas, sendo a Rofaiixcluida no Programa
Nacional de Imunizacdo. Desde a sua implantacaceséeniservado reducao nos indices
dehospitalizacdo e positividade para R\Wesse sentid@m presente estudeve como
objetivo a deteccdo dRVA a partir de amostras de fezes provenientes de criancas com
até cinco anos de idade, com ou sem GB&l#tjdasno periodo 2012015, além de
caracterizar os 11 segmentos gendmicos de RVA de amostras obtidas em periodos pré e
posvacina e compartds a amostra vacinakoram analisade®1 amostras de fezes, 335
obtidas no periodo 2012015 e seis amostrdgarquivo positivas para RVA, sendo uma

do periodo préacina. A deteccdale RVA foi feita por eletroforese em gel de
poliacrilamida e a genotipagem G (VP7) e P (VP4) MatitplexNestedPCR Os11
segmentosgendmicos foram caracterizados posequenciamentoe a modelagem
molecularfoi feita paraVP7 e VP4. Das 335 amostras de fezes (Z¥b),nove foram
positivas para RVA corpadrao eletroferotipico longsendauatrocaracterizadacomo
G12PJ8]. Das seis amostras arquivo, também padréo longo, cinco eram G1P[8], sendo
uma do periodo preacina. A caracterizacdo dos 11 segmeggsdmicosfoi possivel

para trés amosis, duaamostras darquivo (G1P[8]), sendaema do periodo préacina

e outra (G12P[8]) do period20142015. As trés amostras foram caracterizadas como
genogrupo |A analise filogenética possibilitou a diferenciacdo de linhagamna VP7,

VP4, VP6 e NSP4; as amostras @as periodos pré e poacina,foram caracterizadas
comolinhagens Il e |, respéigamente, e G1Zomo linhagem Il € asamostras P[8]
comolinhagem Ill.As amostras 11\(P6) foram caracterizadas como linhagem IV {pré
vacina) e | (pévacina) eas amostras EINSP4)foram caracterizadas confiohagem

[1l. Foi verificado altadentidade nucleotidica e de aminoacidos para os 11 segmentos
gendmicosdas trés amostras em relacdo a vacsemdomenor para VP7 e VP4 da
amostra G12P[8] Essa menor identidade foi evidenciada estrutura proteica,
principalmente, nos epitopos antigénicos de ambas as prot€maduise que RVA
continua a circulacom o mesmo genoétipo das vacireasom gendtipo diferente, o que
reforca a necessidadi® continuo monitoramento do agente no contexto da vacinacgao.

Palavraschave Rotavirus humano espécie Baracterizacdo molecular. Vaei
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ABSTRACT

Rotavirus A (RVA) is an important causative agentoiite gastroenteritiAGE), and
vaccination is recommended for the prevention and control of this virus. In Brazil, since
2006, two vaccines have been used, with Rotarix® included in the National Immunization
Program. Since its implementation, there has been a reduction in hospdalrates and
positivity for RVA. In this sense, the present study aimed to detect RVA from stool
samples from children up to five years of age, with or without GEA, obtained in the period
20142015, in addition to characterizing the 11 genomic segsnehRVA of samples
obtained in preand posivaccine periods and compare them to the vaccine sample. 341
stool samples were analyzed, 335 obtained in the period-2W5 and six archival
samples positive for RVA, one from the praccine period. RVA dettion was
performed by polyacrylamide gel electrophoresis and G (VP7) and P (VP4) genotyping
by Mulitplex-NestedPCR. The 11 genomic segments were characterized by sequencing
and molecular modeling was done for VP7 and VP4. Of the 335 stool samples (2014
2015), nine were positive for RVA with a long electropherotypic pattern, four of which
were characterized as G12P[8]. Of the six archive samples, also a long standard, five were
G1PJ8], one of which was from the pvaccine periodThe characterization of the 11
genomic segments was possible for three samples, two ershmpleg§G1P[8]), one

from the prevaccine period and the other (G12P[8]) from the 2RQ45 period. The

three samples were characterized as genogroup I. Phylogenetic analysis mad&et possi
to differentiate lineages for VP7, VP4, VP6 and NSP4; samples G1, from thangre
postvaccine periods, were characterized as lineages Il and I, respectively, and G12, as
lineage Il11, and samples P[8] as lineage Ill. Samples I1 (VP6) were charagdteriz
lineage IV (prevaccine) and | (postaccine) and samples E1 (NSP4) were characterized
as lineage IlI. High nucleotide and amino acid identity was verified for the 11 genomic
segments of the three samples in relation to the vaccine, being lowd?Tand VP4 of

the G12sampleP[8]. This lesser identity was evident in the protein structure, mainly in
the antigenic epitopes of both proteifrs.conclusion,RVA continues to circulate with

the same genotype as the vaccines and with a different genotype, which reinforces the
need for continuous monitoring of the agent in the context of vaccination.

Keywords: Human rotavirus species A. Molecular characterization. Vaccine.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracdegerais

A Organizacdo Mundial de Saud®lO 1 World Health Organization estima
gue em todo anundo existaaproximadamente 2,2 bilhdes iddividuosentre 019 anos
de idadee que muibs deses estejamexposbs ariscos em termos dasondicdes
ambientais, sanitarias, sociais e econOmicdyesumese que a cada ano
aproximadamente trésilhdes de criancas com aiécoanos de idade morraem razao
dedoencas associadas as condi¢cdes ambientpig € esss, cerca de 1,5 milhdo perecam
a doenca diarreicque em muitoscasos € relacionada &ontaminacdo da agua e a
condi¢cOes inadequadas de saneamento (\A90).

A diarreia, assim como o vomito e a febgfio sintomas da gastroenterite aguda
(GEA), que pode ser causada poiferentesagentes infecciospscomo bactérias,
protozoarios e virus. Bs enfermidade aconeindividuos de todas as idadesndoas

criangas com até cinco anos de idaglddososas populacdesmais vulneaves,

principalmente em paises em desenvolvimén@ 6 RYAN et al ., ). 2014;

Diferentes agentes virais sdo responsabilizadtes GEA edentre elestém seu
papel reconhecidaotavirusespécieA, norovirus sapovirus adenovirus sorotipos 40 e
41 eastrovirus AMARAL et al., 2015,DESSELBERGER et al., 2014; LA ROSA et al.,
2015;0LIVEIRA et al., 2014RAMANI , KANG, 2009.

O primeiro relato de rotavirus como patégeno entérico ocorreu em d pagir
da observacdo por imunomicroscopia eletrénica (IME) de particulas virais em tecido
intestinal de camundongos com diarr@eDAMS, KRAFT, 1963. Posteriormente, o

agente também foi visualizado e considerado como o causador de gastroenterite em

bezerros recématos (MEBUS et al., 1969). Em humanos, a associacdo de rotavirus a

GEA infantil ocorreu em 1973, também apds a visualizacdo de particidds v

semelhantes as dos outros animais em espécimes clinicos (mucosa duodenal e fezes)

provenientes de criangas com diarreia nao bacteriana (BISHOP et al. FLEYBETT,
BRYDEN, DAVIES, 1973). A principioo agente foi denominadeoeoviruslike,
orbivirus ouduovirus mas devido ao seu aspecto de roda ao microscépio eletrénico (ME)
foi nomeado rotavirusdta = roda) (ADAMS KRAFT, 1963).
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No Brasil o primeiro relato da associacéo de rotavir@EAocorreu em Belém,
Para, em 197@&nde o virus foiidentificado em espécimes clinicosrd@cas conGEA
(LINHARES et al.,, 1977). A partir des estudo pioneiro, suceder&® numerosas
investigacdesincluindo & daRegido CentréDesteconfirmando o papel desempenhado
pelo agente na GEPALMEIDA et al., 2015; BORGES et al., 2011; CARDOSO et al.,
2000; 2001; 2003; COSTA et al., 2004; LUCHS et al., 2016; MUNFORD et al., 2009;
SOUZA et al., 2003)

1.2 Classificagcddaxondmica

Rotavirus € um género da familieReoviridae a qual édividida em duas
subfamilias,Spinareovirinaee SedoreovirinaeAs duas subfamilias agrupard g§éneros
e 75 espécigscujos representantes infectama larga variedadele hospedeirosics
reincs animal (vertebrados e invertebrados)vegetal bem como micrarganismos
(bactérias, protozoarios e fungo#) subfamilia Spinareovirinaeinclui nove géneros
(Aquareovirus Coltivirus, Cypovirus Dinovernavirus Fijivirus ldnoreovirus
Mycoreovirus Orthoreovirus e Oryzaviruy e a Sedoreovirinaeoutros seis géneros
(Cardoreovirus, Mimoreovirus Orbivirus, Phytoreovirus Rotavirus e Seadornavirus
(ICTV, 2015).

O ¢éneroRotavirusagrupanoveespécies nomeaddgRotavirus AaRotavirusl
(RVA-RVI). As espécied\, B, C e Hinfectam mamiferqancluindo o homemsendo
RVA a espécie de maior importancia epidemiolédisaAM et al., 2007; ICTV, 205;
MIHALOV -KOVACS et al., 2015YANG et al., 2004)

1.3 Rotavirus A

1.3.1 Morfologia

RVA éum virusdesnuda@omsimetria icosadricae diametro aproximado di0
nandmetrosnm). A particula viral integra éofmadapor tréscamadasoncéntricas de
proteinasddenominadascapsideos externo, intermediario e inteonaore queenvolve
0 genoma viralcomposto por 11 segmentos RBA de fita duplaqsSRNA 7 double
strand ribonucleic acigd, os quaiscodificam seis proteinas estruturai§vP 1 viral
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protein), VP1-4, VP6 eVP7eseisndo estruturaidNSPi nonstructural protein), NSP1
6 (ESTES KAPIKIAN, 2007) (Figuras 1 e

Figura 1. Microscopia eletronica de particulas completas e seccionadas de rotavirus isc
espécimes fecais de humanos. Fonte: ICTV, 2015.

Figura 2. Diagrama esquematico da particula viral composta por triplo capsideo proteico
genbmico representando as proteinas codificadas. Fonte: ESREENBERG, 2013.

O capsideo extermbe RVAé formadagpor 780 copias daroteinaVP7, do qual
emergemespiculas formadas pdr20 céopiasde VP4 Esss possuem propriedades
antigénicas e imunogénicasapazes de elicitar a producdo de anticogposetoresO
capsideo intermediarioa®mpostgoor 780 copias d¥P6, e ocore éconstituidgor 120
copias d&/P2ondeg internamente, é encontrad@omplexo VP1/VP30s trés capsideos

intercomunicarrse através de trés tipos de canais (tipo I, Il e Ill) que permitem a



















































































































































































































































