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RESUMO

Os rotavirus humano constituem uma das mais importantes causas de doenga diarréica em
criangas menores de cinco anos em todo o mundo. Com o objetivo de verificar a ocorréncia de
genotipos de rotavirus humano em criangas de 1 a 36 meses residentes no municipio de
Manaus no Amazonas, foram analisadas durante os anos de 2004 a 2006, um total de 607
amostras de fezes diarréica que foram coletadas de criancas atendidas em prontos socorros
infantis do municipio de Manaus. Esta andlise foi realizada pela deteccdo do genoma viral
através das técnicas de EGPA (eletroforese em gel de poliacrilamida) e RT-PCR (reacdo de
polimerase em cadeia com transcriptase reversa). Através do método de EGPA pode-se
observar uma positividade de 25% das amostras para rotavirus humano. Todas as amostras
positivas para rotavirus foram genotipadas pelo método de RT-PCR com utiliza¢do de primers
especificos para os gendtipos G (G1, G2, G3, G4 e G9) e gendtipos P (P[8], P[4], P[6], P[9] e
P[10]). Pela genotipagem foi detectado o gendtipo G em 30,7% das amostras positivas para
rotavirus, com predomindncia dos gendtipos G2 (17%), seguidos de G1 (14,9%) e G9
(10,6%) e o gendtipo P em 44,7% das amostras positivas para os rotavirus, com
predominancia dos gendtipos P[8] em 66,2% das amostras e P[4] em 13,2% das amostras. As
combinagdes dos genotipos G e P foram responsdveis por 53,3% das amostras positivas para
rotavirus, sendo que P[8]G1 e P[4]G2 foram as mais encontradas com 12,5% e 10%
consecutivamente, seguidas de P[8]G3 (5%). Outras combinacdes como P[4]G1, P[8]GY e
P[10]G1 também foram encontradas em nimeros menos expressivos. Foi observado que
38,3% das amostras positivas para o gendtipo G e 11,7% das amostras positivas para o
genotipo P ndo apresentaram caracteristicas para nenhum dos genétipos G e P pesquisados. O
ndmero amostras positivas para rotavirus humano, bem como para os genétipos G e para os
genotipos P foram semelhantes tanto em criangas do sexo masculino, quanto em criangas do
sexo feminino, sendo que estas amostras predominaram em criangas menores de 18 meses. As
amostras positivas para rotavirus humano, assim como para os genétipos G e para o gendtipo
P foram encontradas em todos os meses do estudo. A zona leste da cidade de Manaus foi onde
foram encontradas o maior nimero de amostras positivas para rotavirus, assim como para o
gendtipo G e para o gendtipo P. As criancas com amostras positivas para rotavirus
apresentaram em média de 10 episddios de diarréia por crianga por dia com predominancia
para os fezes de aspecto liquido (86,2%). Este perfil também foi observado nas criancas com
amostras positivas para os gendtipos G e para os gendtipos P. Com excecdo da hipertermia,
outros sinais e sintomas caracteristicos da doenca diarréica por rotavirus como vOmito,
desidratacdo e dor abdominal, estiveram presentes na maior parcela das criangas com
amostras positivas para os rotavirus humano, para o gendtipo G e para o genétipo P. O
ndmero elevado de amostras que ndo foram tipadas com utilizag¢@o de primers especificos para
os gendtipos G e P sugerem a circulagio de gendtipos incomuns na regido, porém para que
esta situacdo seja definida, novos estudos da epidemiologia molecular dos rotavirus
circulantes em Manaus, Amazonas, devem ser desenvolvidos, incluindo inclusive primers
especificos para detec¢éo de rotavirus de origem animal.

Palavras-Chaves: Genétipos, Rotavirus, Amostras de Fezes

viii



ABSTRACT

Human rotavirus constitutes one of the most important causes of diarrheic disease in children
less than five years in the whole world. With the objective of verifying the occurrence of
genotypes of human rotavirus in children of 1 the 36 months residents in the city of Manaus
in Amazon, had been analyzed during the years from 2004 to 2006, a total of 607 the feces
diarrheic samples that had been collected of children attended hospital of children in the city
of Manaus. This analyzes was carried through by the detention of the viral genome through
the techniques of EGPA (electrophoresis in gel of polyacrylamide), and RT-PCR (reaction in
chain of polymerases associated to the reaction of reversal transcriptase). Through the EGPA
method can be observed a positivity of 25% of the human rotavirus samples. All of the
positive samples for rotavirus had been genotyped by the method of RT-PCR with use of
specific primers for genotypes G (G1, G2, G3, G4 and G9) and genotypes P (P[8], P[4], P[6],
P[9] and P[10]). By the genotyping, it was detected genotype G in 30,7% of the positive
samples for rotavirus, with predominance of the G2 genotypes (17%), followed of Gl
(14.9%) and G9 (10.6%) and genotype P in 44,7% of the positive samples for rotavirus, with
predominance of genotypes P[8] in 66,2% of samples and P[4] in 13,2% of the samples. The
combinations of genotypes G and P had been responsible for 53,3% of the positive samples
for rotavirus, being that P[8]G1 and P[4]G2 had been found with 12,5% and 10%
consecutively, followed of P[8]G3 (5%). Other combinations as P[4]G1, P[8]G9 and
P[10]G1 had been also found in less expressive numbers. It was observed that 38.3% of the
positive samples for genotype G and 11.7% of the positive samples for genotype P had not
presented characteristics for none of searched genotypes G and P. The number positive
samples for human rotavirus, as well as for genotypes G and genotypes P had been similar in
such a way in children of the masculine sex, how much in children of the feminine sex, being
that these samples had predominated in children less than 18 months. The positive samples
for human rotavirus, as well as for genotypes G and genotype P had been found in every
month of the years of had lasted the study. The east zone of the city of Manaus was where
they had been found the biggest number of positive samples for rotavirus, as well as for
genotype G and genotype P. The children with positive samples for rotavirus had presented
on average of 10 episodes of diarrhea for child per day with predominance for the feces of
liquid aspect (86.2%), this profile also was observed in the children with positive samples for
genotypes G and genotypes P. With exception of the hyperthermia, other signals and
characteristic symptoms of the diarrheic disease for rotavirus as vomit, dehydration and
abdominal pain, had been presents in the biggest parcel of the children with positive samples
in such a way for human rotavirus as for genotype G, as for genotype P. The high number of
samples that had not been “tipadas” with use of specific primers for genotypes G and P,
suggest the circulation of uncommon genotypes in the region, however so that this situation is
defined, new studies of the epidemiological molecular of rotavirus circulating in Manaus,
Amazon, must be developed, enclosed specific primers also for detention of rotavirus of
animal origin.

Key-words: Genotypes, Rotavirus, Samples of feces
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1. INTRODUCAO

1.1 A Doenca diarréica por rotavirus

A doenca diarréica é considerada uma das doencas mais comuns em criangas em todo
o mundo. Embora as evidéncias demonstrem o declinio da mortalidade nessa ultima década,
em algumas areas subdesenvolvidas a diarréia permanece como uma das principais causas de
morte em criangas menores de dois anos de idade. Em paises em desenvolvimento, como o
Brasil, a importancia das doencas diarréicas esta relacionada ainda ao impacto produzido na
populacgdo, traduzido pelos danos a saide, que afetam diretamente o desenvolvimento infantil,
bem como a sociedade pelos custos diretos gerados pela demanda aos servicos médicos,
atendimento ambulatorial, prontos atendimentos e hospitalizagdes e com custos indiretos,
como perdas de dias de trabalho, de escola, gastos com medicamentos, transportes, entre
outros (VRANJAC, 2004).

Estima-se que no mundo, anualmente, 1,3 bilhdes de episédios de diarréia possam
acometer criancas menores de cinco anos de idade, sendo responsdveis por quatro milhdes de
mortes (BRASIL, 2005).

Dados do sistema de MDDA/MS (Monitorizacdo das Doencas Diarréicas
Agudas/Ministério da Sadde) mostram que, durante o ano de 2004, foram notificadas em todo
territério nacional aproximadamente 2.400.000 de casos da doenca, sendo que, deste niimero,
321.141 casos foram registrados na regido norte do Brasil (BRASIL, 2006).

A doenca diarréica é definida como o estado em que o individuo experimenta uma
mudanga nos hdébitos intestinais caracterizada por freqiientes e inevitdveis eliminagdes de

fezes liquidas e ndo formadas (mais de trés episddios por dia) (BENEDET; BUB, 2001). As
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doencas diarréicas, também conhecidas como gastrenterites, podem ser causadas por
patégenos como bactérias, parasitas e virus (MERCK & CO, 2002). A doenca diarréica aguda
de origem virdtica que afeta criancas nos primeiros anos de vida pode ser provocada por
diferentes tipos de virus, entre eles os quais se destacam: os Norovirus, os Adenovirus,
Astrovirus e os Rotavirus (MOYO et al., 2007).

O rotavirus € a etiologia mais comum de doencga diarréica aguda em criangas com
menos de dois anos, sendo o responsavel por mais de um milh@o de casos relatados de doenga
diarréica anualmente em criangas menores de quatro anos nos Estados Unidos (SONNEN;
HENRY, 2004).

Mundialmente, estima-se que, por ano, aproximadamente 125 milhdes de episddios de
diarréia por ano sdo relacionados ao rotavirus, resultando em 500 mil a 600 mil mortes
provocadas pela doenga. Estudos globais demonstram uma incidéncia da doenga diarréica
provocada pelo rotavirus de 12 a 71% em criancas menores de trés anos. No Brasil estudos

demonstram uma variacdo de 12 a 42% da doenga (COSTA et al., 2004a).

1.2 Historico

O primeiro relato de diarréia aguda em humanos, provavelmente causada por
rotavirus, foi realizado em 1943 por Light & Hodes (apud GILIO, 1991), que isolaram um
agente filtravel das fezes de criancas com diarréia aguda, de quatro surtos em bercarios de
Baltimore e Washington, nos Estados Unidos em 1942 (GILIO et al., 1991). Em 1973,
Ruth Bishop (apud GLASS, 2006), bidloga que estudava doencgas gastrintestinais no Hospital
Real de Criangas, em Melbore, Austrélia, identificou pela primeira vez o rotavirus, na época a

bidloga analisava bidpsias de tecido duodenal de criangas com diarréia aguda em microscépio
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eletronico e encontrou uma infestacio de virus com formato circular nas células epiteliais da
parede do intestino (GLASS, 2006).

Nesta mesma década, Flewtt et al. (apud BREVIGLIERI, 1979), examinando extrato
de fezes diarréicas infantis por microscopia eletrdnica, identificaram particulas virais com
capsideo de dupla camada e com borda claramente definida (BREVIGLIERI, 1979).

Houve uma polémica inicial quanto ao nome que deveria ser dado ao novo virus,
sendo que Bishop et al. (apud GILIO et al, 1991), sugeriram por causa da morfologia do virus,
o nome Orbivirus. J4 Flewett et al. (apud GILIO et al, 1991), baseando-se no aspecto do virus,
sugeriram Rotavirus, termo derivado do latim “rota”, que significa roda. Ainda Davidson et
al. (apud GILIO et al., 1991), considerando o local onde o virus foi encontrado pela primeira
vez em humanos, ou seja, na mucosa do duodeno, sugeriram o nome Duovirus. Finalmente,
em 1978, o comité de taxonomia dos virus, no 4° Congresso Internacional de Virologia,
definiu o termo Rotavirus (GILIO et al., 1991).

No Brasil, o primeiro registro de detecgdo do virus foi feito em 1977, por Linhares et
al. (apud LINHARES, 2000), em estudos realizados em Belém do Pard. Este estudo, que
utilizou a microscopia eletrdnica, propiciou a detec¢do do rotavirus em espécies fecais em
16% dos pacientes estudados. Tais achados representaram o marco inicial de inlimeros outros

estudos nos pais (LINHARES, 2000).

1.3 Caracteristicas Morfologicas do Rotavirus

Os rotavirus sdo particulas arredondadas de 70nm de didmetro, pertencentes a familia

Reoviridae. Esses virus podem acometer seres humanos e diversas espécies de animais

domésticos e selvagens (BRICKS, 2005)
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A particula viral completa é constituida por trés camadas que envolvem o genoma que
é composto de 11 segmentos de fita dupla de RNA (Acido Ribonucléico), sendo que cada
segmento codifica uma proteina (MASCARENHAS et al., 2002).

Os segmentos de dupla fita de RNA encontrados no genoma do rotavirus codificam
seis Protefnas Virais (Viral Protein) que sdo as VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7 e cinco
proteinas ndo estruturais (Not Structural Protein) NS53, NS34, NS35 NS28 e NS26 (ESTES,
1989). A estrutura do genoma viral com a seqiiéncia dos segmentos de RNA pode ser

visualizada na figura 1.

VP4

antigen

° VvP7 VPT
Neutralization
10— @ NSPy antigen
Subcore

Figura 1 — Estrutura da particula de rotavirus, correspondéncia entre os segmentos de dsSRNA
(esquerda), diagrama esquemadtico (centro) e reproducdo do virus por crio-
eletromicroscopia (direita). Localizacdo das proteinas estruturais na particula de

rotavirus do grupo A. (GENTSCH et al., 2005).

O capsideo interno (camada intermedidria) é constituido da proteina VP6 e seu
antigeno € usado para caracterizar sete diferentes grupos de rotavirus de A a G. No grupo A a
mesma proteina caracteriza quatro subgrupos: I, II, I+II e Naol-Naoll. O capsideo exterior

consiste das proteinas VP7 e VP4, o qual forma a base do sistema de classificacdo para os
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tipos G (VP7) e P (VP4). A proteina VP7 expressa o antigeno de neutralizag@o principal que é
caracterizado por sorologia e técnicas moleculares sendo conhecidos atualmente 15 sorotipos
G com uma correlacio boa entre a sorologia e as classificacdes do genoma. A Proteina VP4
também expressa o antigeno de neutralizagdo, porém a sua correlacio entre a sorologia e as
classificagdes de genoma s@o mais dificeis, até o momento sdo conhecidos 15 sorotipos e 27
genotipos P (MUNFORD et al., 2007). O sorotipo de VP7 recebe a designagdo G por ser uma
glicoproteina, sendo o sorotipo e gendtipo designado por um tnico ndmero (ex. Gl) o
sorotipo VP4 recebe a designacdo de P por ser sensivel a protease, sendo que o sorotipo é
designado por nimeros e, em alguns casos, por letras e o genétipo € expresso em nimeros
entre parénteses (ex. P1A[8]) (COLUCHI et al., 2002).

A maioria dos sorotipos de G e P é compartilhada entre humanos e animais, porém 10
dos 15 sorotipos G (G1, G2, G3, G4, G5, G6, G8, G9, G10 e G12) e nove sorotipos P (P1A,
P1B, P2A, P3A, P3B, P4, P5SA, P8 e P11) foram, até o momento encontrados em humanos.
(COLUCHI et al., 2002). Os genoétipos P (P[1], P[3], P[6], P[8], P[11], P[14] e P[9]) sdo
conhecidos por causarem infeccdo em humanos (BANYAI et al., 2004). Embora os sorotipos
e gendtipos citados ja tenham sido encontrados em infec¢do em humanos, somente cinco
combinagdes de gendtipos P e G sdo prevalentes mundialmente, estas combinagdes sdo
geralmente encontradas entre o gendétipo P[8] com gendtipos G1, G3, G4 e G9 e do gendtipo
P[4] com o gendtipo G2, porém os casos de combinagdes incomuns vém sendo encontradas,
principalmente, em paises em desenvolvimento (CASTELLO et al., 2006).

Os rotavirus parecem apresentar maior resisténcia que outros virus para altas
temperaturas, pH (Potencial Hidrogenidnico) 4cido, solventes de lipidios e detergentes nio
idnicos em geral, eles sdo extremamente estiveis em condi¢des ambientais, permanecendo na
natureza por um periodo indeterminado de tempo. Além disso, os tratamentos de dgua

convencionais parecem ser menos eficientes na inativacdo do rotavirus do que em outros virus
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causadores de doencas diarréicas. A associacdo destes fatores contribui para a disseminacdo
do rotavirus em comunidades e o coloca como uma das principais doencas diarréicas
(FERNANDES et al., 2000).

A caracterizacdo genotipica dos de rotavirus € importantes para definir a extensdo da
diversidade de cepas circulantes em determinada regiio (RACZ et al., 2000), bem como para

o desenvolvimento de vacinas contra rotavirus (CARMONA et al, 2006)

1.4 Epidemiologia

A ocorréncia universal dos rotavirus é amplamente reconhecida, sabendo-se que
praticamente todas as criangas, na faixa etdria dos cinco anos ja se infectaram. Em geral, a
incidéncia das infec¢des sintomadticas assume maior expressao na faixa etaria de 6 a 24 meses.
Em contrapartida prevalecem as formas inaparentes entre recém-nascidos e lactentes até o
quarto més de vida, provavelmente como decorréncia da prote¢do conferida pelos anticorpos
de origem materna (BRASIL, 2005). A figura 2 representa a distribuicdo global de dbitos

causados por rotavirus, segundo o COVEH/CGDT e CGDT do DEVEP/SVS/MS.

Global Distribution of Rotavirus Mortality

== 1,000 deaths

Source: Parashar et al, 2003

Figura 2 — Distribuicao global de 6bitos causados por rotavirus (BRASIL, 2005).
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Anualmente, estima-se a ocorréncia mundial de aproximadamente 130 milhdes de
casos de diarréias provocadas pelo rotavirus, com conseqiientes 500 mil mortes de criangas
abaixo de cinco anos. Acredita-se que, em paises subdesenvolvidos, assim como naqueles em
desenvolvimento cerca de 1.200 criangas morrem diariamente da doenca (VRANJAC, 2004).
O que reflete em 20 a 25% do total de oObitos por doenca diarréica, bem como 6% da
mortalidade global entre criangas com idade inferior a 5 anos (LINHARES, 2000).

A maioria dos estudos epidemioldgicos encontrados no Brasil foram realizados no
norte e sudeste do pafs, assim, os dados equivalentes a outras regioes do pais, como sul e
nordeste sdo escassos, porém os estudos existentes mostram taxas de prevaléncia comuns que
variam de 12 a 42% de doenga diarréica por rotavirus. (LUZ et al., 2005).

Estes estudos sdo as tnicas fontes de conhecimento sobre a doenca no Brasil, pois ndo
h4 dados gerados por 6rgdos governamentais que possam ser considerados oficiais, sobre a
morbidade e a mortalidade de criangas por rotavirus, o que existe sdo dados relativos a dbitos
e internagdes por doenca diarréica em menores de cinco anos, que sdo relacionadas a doenga
diarréica por rotavirus (CARMO, 2006).

Com o intuito de minimizara situacdo acima citada, a Secretaria de Vigilancia em
Satide do Ministério da Sadde, em 2005, contemplando as cinco regides do pais, implantou
em sete municipios: Marituba — Pard, Ceara-Mirim — Rio grande do Norte, Salvador — Bahia,
Dourados — Mato Grosso do Sul, Cachoeiro do Itapemirim — Espirito Santo, Lages — Santa
Catarina e Paranagua — Parand um projeto que tem por objetivo avaliar o impacto da doenga
causada por esses patégenos no pais. (BRASIL, 2005).

Na regido Amazonica, os estudos sobre rotavirus iniciaram em 1977, na mesma época
da descoberta deste patdgeno em ambito nacional, a partir daf se procurou avaliar a magnitude
epidemioldgica do problema na regido, (LINHARES et al.,, 1994), sendo que os estudos

realizados na ultima década demonstram que os casos de doenca diarréica por rotavirus
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variaram entre 18,4% em Belém do Para (LINHARES et al., 1994) e 46% em Manaus no
Amazonas (ROCHA, 2003).

No estado do Amazonas, as informagdes relativas a doenga se concentram na capital,
Manaus, em estudos que ocorrem desde a década de 80, quando foi avaliada a presenca de
rotavirus em 41,1% das amostras de material fecal de criancas menores de cinco anos
residentes neste municipio (COIRO et al., 1983). Costa et al. (1997), estudando os genétipos
P e G dos rotavirus humanos na cidade de Manaus, encontraram uma positividade para
rotavirus de 31%.

Estudos realizados na dltima década no municipio mostram que a variedade de valores
permanece como uma constante. Estudo realizado por Costa, (2006) para avaliar os aspectos
epidemiolégicos de rotavirus na cidade de Manaus detectou, através do método de
eletroforese em gel de poliacrilamida — EGPA, que 24% das 294 amostras de fezes diarréicas
eram positivas para rotavirus (COSTA, 2006 — Dados ndo publicados). J4 Rocha (2003), na
dissertacdo de mestrado em patologia tropical da Universidade Federal do Amazonas realizou
estudo sobre os aspectos epidemioldgicos e clinicos da doenca diarréica por rotavirus na
cidade de Manaus, verificou que em 380 amostras fecais foram encontradas 46% de amostras
positivas para rotavirus.

A sazonalidade das doencgas diarréicas por rotavirus no Brasil assume duas
configuracdes bem distintas, em consondncia com os padrdes registrados nas regides
temperadas e tropicais do planeta, a saber: regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul exibem
marcante perfil sazonal, observando-se maior incidéncia da doenca nos meses secos (de maio
a setembro); em contra partida, nos estados das regides Norte e Nordeste a sazonalidade nio
se revela tdo marcante, com nimeros de casos semelhantes em todos os meses do ano.

(LINHARES. 2000).
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1.5 Patogénese

Os rotavirus infectam o hospedeiro (susceptivel) através de um comunicante que apos
0 contato com o rotavirus (bioagente) passa a ser um portador (reservatorio), que poderd
apresentar sinais e sintomas da doenca ou ser um portador assintomatico. Com a eliminacdo
do bioagente (porta de saida) pelo portador, mantém-se a cadeia de transmissdo de modo
indireto por meio de maos, fomites, d4gua ou alimentos contaminados (modo de transmissao).
O contato oral (porta de entrada) com o bioagente pela crianca ndo vacinada (susceptivel)
reinicia a cadeia de transmissdo, com esta crianga se tornando um comunicante. O periodo de
incubacdo da doenga varia de um a trés dias e a transmissibilidade se d4 com a mdxima
excrecdo nas fezes entre o primeiro e quarto dia do inicio dos sintomas, porém os virus ja
estdo presentes nas fezes desde o inicio das manifestagdes clinicas até 10 a 12 dias apds o

término. Na figura 3 é demonstrada a cadeia de transmissdo do rotavirus (RIBEIRO, 2006).

Comunicante
a 7
Novo Hospedeiro Porta de entrada
(f Susceptivel = Via Oral
Bioagente Modo de
Rotavirus Transmissao

( i Reservatdrio =) Porta de saida ;)

Via Intestinal

Figura 3 — Cadeia de transmissdo predominante na rotavirose (Modificado de RIBEIRO,

2006).
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Os mecanismos de a¢do patogénica do rotavirus ndo sdo bem definidos. Sabe-se que a
sua replicacdo acontece principalmente na mucosa jejunal, nas células epiteliais maduras onde
a absor¢do do virus acontece (FERNANDES et al., 2000)

Ap6s ultrapassarem as barreiras de defesa do trato gastrintestinal, as proteinas VP4
prendem o virus nas células epiteliais (endotélio) maduras que revestem o intestino delgado.
Durante esse espaco de tempo, as proteases atuam sobre os polipeptidios virais, aumentando,
assim, a sua viruléncia (FERNANDEZ et al., 2003).

A proteina VP4 ¢é entdo fracionada pelas enzimas pancredtica, tripsina ou elastina em
duas proteinas menores, VP5 e VP8. Apds o fracionamento da VP4, o virus adere as células
do epitélio intestinal, ocasionando com isso a multiplicagdo do virus nas células epiteliais
maduras das vilosidades do intestino delgado; a infeccdo progride entdo do intestino delgado
proximal para o distal. Até pouco tempo, acreditava-se que poderia haver lesdo das células
superficiais da mucosa, sem alteracdo inflamatéria na 1amina prépria, nas placas de Peyer, ou
invasdo de outros 6rgdos, entretanto, recentemente, detectou-se RNA (Acido Ribonucléico)
do virus no sangue e em alguns 6rgdos de criancas que tiveram infec¢do por rotavirus grave
(BRICKS, 2005).

Em animais gnotobidticos infectados com rotavirus humano, foram demonstradas
grandes alteracdes microscépicas da mucosa intestinal com achatamento e arredondamento
celulares, sendo as células laterais e apicais das microvilosidades as mais afetadas. Porém,
ndo foram detectadas particulas nas células das criptas. Essa destrui¢do celular pode ser
responsabilizada pelo mecanismo bdsico da diarréia de duas maneiras, a primeira quando ha
destruicdo das células produtoras das dissacaridases (lactase, maltase, sacarase e isomaltase)
com conseqiientes alteracdes digestivas dos dissacarideos correspondentes, levando ao colén
uma carga osmotica acentuada, com concomitante eliminacdo de dgua, e a segunda quando

ocorre alteragdo da fungdo absorvitiva de dgua e eletrdlitos ao nivel do intestino delgado alto
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(BREVIGLIERI, 1979). Isto pode determinar um aumento na secrecdo de dgua e eletrdlitos
no limem intestinal, causando diarréia com desequilibrio hidroeletrolitico, condi¢do esta que
pode levar a desidratagdo e a morte (FERNANDES et al., 2000)

Estudos, utilizando bidpsia do intestino delgado de criangas infectadas com rotavirus,
tém mostrado a auséncia de lesdes histoldgicas do 6rgdo, o que sugere que a diarréia pode
ocorrer sem provocar dano celular, porém ainda ndo se conhece precisamente os mecanismos
pelos quais os virus causam diarréia, mas a proteina ndo estrutural NSP4 (Not Structural
Protein) parece desempenhar papel importante nesse processo. Em animais infectados por
rotavirus, experimentalmente, a NSP4 atua de forma semelhante a enterotoxina da E.coli,
disparando um sinal de transducdo que leva ao aumento do célcio intercelular e a secre¢do do
cloro para fora da célula, no sentido do lumem intestinal, levando a diarréia secretora

(BRICKS, 2005).

First replication cycle Secretory diarrhoea induced by NSP4 Osmotic diarrhoea induced by
through a direct or mediated acthon saveral lytic viral cycles

TLP First cycie hésp-d@ ——-————__—‘—_\ Second cycle
@ — ) @., | &

EMS

Mature Reviews | Molecular Cell Biology

Figura 4 — Fisiopatologia da doencga diarréica por rotavirus (BOMSEL; ALFSEN, 2003).
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1.6 Manifestacoes clinicas

As principais manifestagdes clinicas da doenca sdo: vOmitos, diarréia aquosa e febre.
Normalmente na doenca diarréica por rotavirus, os vOomitos s@o mais intensos e duradouros
que nas diarréias agudas provocadas por outros patogenos. Estudos mostram uma média de
2,6 dias de duracdo desse sinal quando ha positividade para rotavirus, contra 0,9 dias quando
ha negatividade do mesmo. A diarréia é aquosa podendo levar a desidratacdo e conseqiiente,
ao aumento da mortalidade, verifica-se que aproximadamente 50% das criancas internadas
por infec¢do diarréica por rotavirus apresentam desidratacdo de 2° grau, que pode durar de
quatro a oito dias. J4 a febre precede o inicio da diarréia entre 30% e 50% dos casos, podendo
variar de 38 °C a 41 °C, com uma média de duracdo de 2 a 3 dias (GILIO et al.,, 1991).

A chave da conduta é a avaliacdo do nivel de desidratacdo. Criangas na categoria de
desidratacdo grave podem estar acidéticas, o que requer intervencdo imediata. Clinicamente,
estas criancas podem apresentar letargia ou sinais de choque (SONNEN; HENRY, 2004).

Percebe-se que em pessoas previamente sauddveis as manifestacdes clinicas
desaparecem em menos de sete dias e, habitualmente, apresentando quadros mais leves com
poucas alteracdes hidroeletroliticas. Porém, esse dado ndo exclui quadros graves da doenga
em pessoas sadias, pois s@o constatados casos graves da doenca em criangas que
apresentavam caracteristicas saudaveis antes da infeccao pelo virus. Em criancas desnutridas,
prematuras e pessoas imunocomprometidas, os rotavirus podem apresentar complicacdes e
acometimento de outros 6rgdos, como rins, figado e sistema Nervoso Central (BRICKS,
2005).

As reinfeccdes por diferentes sorotipos de rotavirus s@o bastante comuns, podendo
ocorrer até na mesma estacdo, sendo que a primeira infec¢do costuma ser a mais grave € as

subseqilentes geralmente sdo mais leves (BRICKS, 2005).
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1.7 Diagnéstico clinico e laboratorial

O diagnéstico da doenga diarréica por rotavirus € baseado na histéria e no exame
fisico, sendo que os critérios de diagndstico diferencial devem sempre ser considerados. Em
regides de clima temperado, as doengas diarréicas agudas ocorridas em criangas nas estacoes
mais frias e secas do ano devem sempre incluir rotavirus; ji em regides tropicais, este
diagnéstico ndo deve ser utilizado, tendo em vista que a sazonalidade do virus € constante em
todos os meses do ano.

Outro diagndstico diferencial € o aspecto das fezes, quando estas apresentarem sangue
devem ser considerados agentes bacterianos como Shiguela, E.coli, Salmonella, yersinia e
Cmapylobacter (SONNEN; HENRY, 2004).

Apesar da importancia da avaliagdo das caracteristicas clinicas da doenga diarréica por
rotavirus, o seu diagndstico somente serd definitivo através da detec¢do do virus nas fezes
(RIBEIRO, 2006).

Um dos métodos diagndsticos utilizados para a identificagdo de rotavirus € a
visualizag¢do das particulas por microscopia eletronica e imunoletromicroscopia eletroforese.
A visualizag@o de rotavirus pos microscopia eletronica ¢ um método de elevada eficiéncia e
rapidez, mas exige obviamente aparelhagens de custo elevado, além de apresentar limitacdes
de ordem operacional, quando o nimero de exames didrios € superior a duas dezenas, situacio
esta de ocorréncia freqiiente (CANDEIAS et al., 1978).

Este motivo acarretou o surgimento de varias técnicas como a fixacdo do
complemento, que foi considerado na época como pouco promissor dado que os extratos
fecais sdo frequentemente anticomplementares (CANDEIAS et al., 1978), imunoflorecéncia
em mucosa duodenal, imunoeletrooosmoforese, contra-imunoeletrooosmoforese, precipitacao
fluorescente, eletroforese do RNA viral, imunoflorecéncia das fezes, rddio imunoensaio e

enzima-imunosaio. Algumas dessas técnicas mostraram sensibilidade menor que a



31

microscopia eletronica, passando, assim, a serem pouco utilizadas para fins diagnésticos,
(GILIO et al., 1991).

No entanto, a técnica de enzima-imunosaio logo se mostrou bastante pratica, facil e
barata, além de uma sensibilidade tdo grande quanto & microscopia eletrénica, assim esta
técnica passou a ser amplamente utilizada para fins diagnésticos (GILIO et al., 1991).

Outra técnica de identificacdo do antigeno viral que se mostrou bastante promissora
foi a APL (Aglutinacdo em Particulas de Létex), a técnica oferece boa sensibilidade e é muito
utel para testes de triagem, por ser rapido, de facil execuc¢do e de grande valor, quando hd uma
reducdo significativamente o nimero de amostras a serem analisadas, sendo atualmente o
mais recomendado para diagndstico em hospitais pedidtricos (SILVEIRA, 2005).

Para detec¢@o do genoma viral sdo empregadas as técnicas de EGPA (eletroforese em
gel de poliacrilamida), o RT-PCR (reacdo em cadeia de polimerase associada a reacdo de
transcriptase reversa) e a hibridacdo de 4cido nucléico combinado com “norten blot”
(ROCHA, 2003).

A EGPA ¢ uma técnica que apresenta sensibilidade da ordem de 97,14%, quando
comparada com o ensaio imunoenzimético, tendo ainda a vantagem de detectar amostras que,
ndo possuem antigenos comuns do grupo A. Dada a sua simplicidade, a eletroforese em gel de
poliacrilamida permite um diagndstico etiolégico rapido do quadro diarréico, tornando, assim,
possivel interromper medicagdo antibidtica instituida, frente a uma suspeita de diarréia
bacteriana. Constitui-se ainda em instrumento util da vigiladncia epidemiolégica, permitindo
definir surtos epidémicos ocasionados por diferentes tipos eletroforéticos de rotavirus,
caracterizar sua origem e acompanhar sua evolucio. (COSTA et al, 1990).

O RT-PCR ¢ utilizado para identificacdo da sucessdo de nucleotideos comuns aos
gendtipos P e G. Os gendtipos sdo identificados pela diferenca no peso molecular dos

fragmentos de DNA (Acido Desoxirribonucléico) sintetizados na presenca de primers
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especificos para cada genétipo e, posteriormente, sdo separados através de eletroforese em
gel. (CHISHIKOV et al., 2002).
E possivel também realizar o diagnéstico do rotavirus através de cultura do virus

(ROCHA, 2003).

1.8 Tratamento

A terapia inicial para a doencga diarréica por rotavirus € a hidratacdo oral, se esta puder
manter o balango hidrico, nenhuma outra conduta deve ser adotada. A reidratacdo endovenosa

€ geralmente necessdria quando houver falhas na reidratacdo oral.

Tabela 1

Esquema de tratamento da doenga diarréica por rotavirus, modificada de SONNEN; HENRY,

2004.

1. Reidratagdo oral deve ser utilizada em pacientes com desidratacdo isotonica
leve (5%) ou Moderada (10%)

2. Reidratagcdo parenteral deve ser reservada a pacientes com desidratacio
moderada 4 grave para corrigir distirbios hidroeletroliticos.

Tratamento 3. O uso de antitérmicos é recomendado quando houver febre e irritabilidade.

Primdrio . . . . .
4. A alimentacdo deve ser inserida lentamente quando o vOmito ndo estiver
mais presente.

5. Ha suspensido da lactose nao € recomendada.

6. A correcdo de sédio deve ser feita lentamente.

7. Agentes antidiarréicos sdo contra-indicados.

Pacientes com desidratacio grave devem receber reidratacdo parenteral imediata e deve-se

manter monitoriza¢ao constante do seu estado hemodindmico. Pacientes que apresentem hipo
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ou hipernatremia (teor de s6dio no sangue) devem ser reidratados lentamente devido ao déficit

de dgua livre ou s6dio (SONNEN; HENRY, 2004).

1.9 Imunidade

As informagdes relativas a resposta imune nas infecgdes por rotavirus, quer no tocante a
prevaléncia de anticorpos, quer quanto a dindmica de aquisicdo da imunidade ainda sdo
limitadas (LINHARES, 2000), muito embora, acredite-se que até 4-5 anos, 70% das criancas
adquiram imunidade natural para a doenga (KALE et al., 2004).

J4 é definido que as proteinas VP7 e VP4 produzem imunidade sorotipo-especifica. Esta
caracteristica foi utilizada em parte para o desenvolvimento de vacinas que imporcoram os
sorotipos e gendtipos dos rotavirus humano considerados mais importantes
(RAMACHANDRAN et al., 1998a)

Por acreditar-se que esta imunidade sorotipo-especifica tem um papel de fundamental
importancia na protecdo contra a doenca diarréica por rotavirus, é que o conhecimento da
epidemiologia dos sorotipos e genétipos P e G circulantes em determinadas regides sdo
fundamentais para o desenvolvimento de vacinas contra rotavirus (UCHIDA et al., 2006).

Os marcadores especificos da infec¢do por rotavirus sdo as imunoglobulinas especificas
para rotavirus (IgA - Imunoglobulina A) e anticorpos de IgM (Imunoglobulina M) em suco
duodenal. (ARGUELES et al., 2000).

A presenca da IgM sérica especifica é detectada sete dias apds a infecgdo natural ou a
imunizacio, ja a IgA secretora é detectada na saliva, no suco duodenal e nas fezes, apds sete a
28 dias. Havendo um aumento nos titulos de anticorpos séricos das classes IgA e IgG
(Imunoglobulina G) que é observada ap6s 20 dias. A resposta celular também € importante,

particularmente para eliminag¢des dos virus (BRICKS, 2005).
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A natureza assintomética das infeccdes por rotavirus em neonatais pode ser explicada
pela aquisicio de anticorpos maternos (ARGUELES et al., 2000). Estudo realizado nos
Estados Unidos por Rachamandran e colaboradores, (1998) demonstrou que os rotavirus
incomuns infectam preferencialmente neonatos nascidos de mdes com baixos niveis de
anticorpos para estes tipos de rotavirus, sugerindo, assim, que a imunidade para a infeccdo
neonatal possa ser conferida transplacentariamente através de anticorpos neutralizantes

maternos (RAMACHANDRAN et al., 1998b)

1.10 Vacina contra rotavirus

As vacinas contra rotavirus vém sendo testadas desde 1983, quando Francis André, da
Atual GLAXOSMITH-KLINEBIOLOGICALS, Rixensart, Bélgica e Timo Vesikari, pediatra
da Universidade de Tempere, Finldndia, prepararam e testaram uma vacina derivada de uma
cepa encontrada em bovinos. Os primeiros testes com a vacina foram realizados na Finlandia
e demonstraram que a vacina diminui em 88% as chances de uma criancga ter uma infeccido
grave, os testes com vacina demonstraram também que a imunidade poderia ser induzida por
uma vacina oral, porém outros testes realizados no Peru e na Africa apresentaram
inconsisténcias nos resultados e com isso o programa foi suspenso pela companhia (GLASS,
2006).

Em. 1991, a FDA (Food and Drug Administration) concedeu permissdo para a
companhia farmacéutica Wyeth Ayerst produzir e testar uma nova vacina contra rotavirus,
nomeada como RotaShield® (GLASS, 2006). O imunizante empregado nesta vacina consistia
em preparacdo tetravalente, reunindo rotavirus de origens simia e humana, A vacina em
questdo, que originalmente foi designada como rhesus-human reassortant rotavirus

tetravalent vaccine, RRV-TV, que reunia na sua composi¢do quatro cepas atenuadas distintas,
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sendo trés amostras com especificidades antigénicas para G1, G2 e G4, obtidas por
reestruturacio gendmica in vitro envolvendo rotavirus de origens humana e simia (RRV); e a
prépria cepa RRV, homoéloga ao G3. Em 1998, a vacina foi licenciada pelo FDA para uso nos
Estados Unidos (LINHARES, 2000). Porém, em 1999, a vacina foi retirada do mercado,
depois que se encontrou uma associacdo entre a sua utilizagdo e um tipo raro de
intussuscepgdo intestinal (GLASS, 2006).

Com a saida da RotaShiel® do comércio mundial, as industrias farmacéuticas
retomaram trabalhos com o intuito de desenvolver novas vacinas contra o rotavirus. Assim, a
propria GlaxoSmithKline langou, em 2004, em nivel mundial, a RotaRix®, vacina que foi
testada principalmente na América Latina, esta € uma vacina monovalente, elaborada com
virus humano atenuado e confere prote¢do contra os sorotipo G1 e P8 da cepa RIX4414
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Em estudos, que incluiram o Brasil, foram realizados na América Latina e Europa, a
vacina RotaRix® se mostrou altamente eficaz para prevenir a doenca diarréica severa por
rotavirus. Com o apoio destes estudos a vacina foi introduzida no Programa Nacional de
Imuniza¢do (PNI) a partir de mar¢co de 2006, com administracdo de 2 doses aos 2 e 4 meses
de vida. (GURGEL et al., 2007)

No momento, outras vacinas estdo sendo desenvolvidas, a MerkSharpDome,
desenvolveu uma vacina pentavalente, denominada Rotateq® onde sdo utilizadas cinco cepas
humanas e bovinas reagrupadas, quatro desses reagrupados contém um gene que codifica uma
variante de VP7 humana que confere imunidade contra os genétipos G1, G2, G3 e G4, o
ultimo carrega um gene de virus humano na forma de P[8] da proteina VP4. No Brasil, o
Instituto Butantd (Sdo Paulo) estd elaborando uma vacina com foco nos sorotipos mais
comuns no Brasil. Da mesma forma que a Rotateq® a vacina brasileira deve ser pentavalente

com rearranjo de gene de virus humanos e bovinos (G1, G2, G3 eG4). Além da vantagem de
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fornecer um produto mais especifico para a realidade nacional, o Instituto Butantd tem como
meta diminuir os custos da vacina. Hoje, o Brasil gasta sete ddlares por dose da vacina
RotaRix® da Glaxo, enquanto que a produzida no Brasil deverd custar por volta de um dolar.

(GLASS, 2006).

1.11 Prevencao e controle

A maioria das mortes ocasionadas por doenca diarréica por rotavirus acontece em
paises em desenvolvimento, embora empiricamente todas as criancas apresentem infec¢cao por
rotavirus até o quinto ano de vida, independentemente se estas criangas sejam moradoras de
paises desenvolvidos ou em desenvolvimento. Assim, fica claro que os padrdes de higiene
praticados em paises desenvolvidos ndo sdo suficientes para prevenir a expansdo da infeccio
por rotavirus dentro de comunidades (UCHIDA et al., 2006)

Apesar das medidas de higiene se mostrarem pouco eficazes na prevencdo da doenga
diarréica por rotavirus, algumas medidas sdo estabelecidas como conduta para o controle da
doenca. Uma dessas medidas é o saneamento bésico, com a utilizacdo de dgua tratada e com o
destino adequado de dejetos. Um estudo realizado em 2007 para avaliar a presenga de virus
causadores de gastrenterites em amostras de 4dgua em fluxos da bacia hidrografica nos
arredores da cidade de Manaus, AM constatou a presenga do rotavirus em 44,2% das amostras
de 4dgua coletadas (MIAGOSTOVICH et al., 2007).

Outras medidas de controle sdo as de higiene ambiental que incluem a desinfec¢do
concorrente de superficies e objetos que entram em contato com fezes humanas, o descarte
adequado de fraldas descartdveis e a lavagem correta de fraldas de tecido, bem como as
medidas de higiene pessoal que incluem principalmente, a lavagem de méos. A higiene no

preparo de alimentos, o estimulo ao aleitamento materno, as campanhas de orientacdo em
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instituicdes que abrigam criangas como creches e escolas, a adog¢do de precaucdes entéricas
para pacientes internados e em creches (com especial atengdo as criancas e pacientes sem
controle esfincteriano) sdo também medidas que devem ser tomadas para controle da doenga

diarréica por rotavirus (RIBEIRO, 2006).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Analisar a ocorréncia de gendtipos com caracteristicas de rotavirus humano em
amostras de fezes diarréicas de criangas de 1 a 36 meses atendidas em prontos socorros

infantis do Municipio de Manaus—AM, durante os anos de 2004 a 2006.

2.2 Especificos

2.2.1. Verificar a ocorréncia de rotavirus em amostras de fezes diarréicas de criangas de 1 a
36 meses atendidas em prontos socorros infantis do municipio de Manaus.
2.2.2. Descrever a epidemiologia molecular dos genétipos G e P do rotavirus humano no

municipio de Manaus, AM.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelo do Estudo

Para analisar a ocorréncia de gendtipos com caracteristicas de rotavirus humano em
amostras de fezes diarréicas de criancas de 1 a 36 meses atendidas nos prontos socorros
infantis do municipio de Manaus durante o periodo de 2004 a 2006, optou-se por um estudo

descritivo, prospectivo.

3.2 Universo de Estudo

Populacdo de referéncia: criangcas com doenca diarréica atendidas em prontos socorros
infantis do municipio de Manaus durante o periodo de 2004 a 2006.

Populacdo de Estudo: criancas de 1 a 36 meses, de ambos os sexos, com diarréia
aguda, atendidas nos prontos socorros HPSC (Hospital e Pronto Socorro da Crianga) Zona
Sul, HPSC Zona Leste e HPSC Zona Oeste ¢ ICAM (Instituto de Sadde da Crianca do

Amazonas).

3.2.1 Participantes

Foram incluidas na pesquisa as amostras fecais que preencheram os seguintes
critérios: Amostras fecais de criancas de ambos os sexos na faixa etdria de 1 a 36 meses,
atendidas em prontos socorros infantis do municipio de Manaus-AM durante os anos de 2004,
2005 e 2006.

Foram excluidas da pesquisa as amostras que preencheram os seguintes critérios:
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1. Amostras fecais coletadas de criancas sem o devido preenchimento e assinatura
pelos pais ou responsdveis pelo menor; do termo de consentimento livre e
esclarecido;

2. Amostras fecais coletadas de criangas de origem indigena;

3. Amostras fecais coletadas de criangas com idade superior a 36 meses e

menores de 1 més de vida.

3.3 Coleta de amostras fecais

As coletas de amostras fecais tiveram inicio em julho 2004 apds a aprovacdo pelo
CEP-INPA (Comité de Etica e Pesquisa — Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia) do
projeto tematico de pesquisa, N. 236/2003, processo N. 1415/2005 proposto a FAPEAM
(Fundagdao de Amparo as Pesquisas do Estado do Amazonas) pelo Dr. Cristovdo Alves da
Costa para avaliagdo da epidemiologia molecular das infecgdes por Rotavirus e Astrovirus na
populacdo infantil da cidade de Manaus/AM, e terminaram em dezembro de 2006, com o
actmulo de um total de 607 amostras coletadas.

As amostras de fezes foram coletadas de criancas do sexo masculino e feminino, na
faixa etdria de 1 a 36 meses, com quadro clinico de infec¢@o diarréica, atendidas nos Prontos
Socorros HPSC (Hospital e Pronto Socorro da Criancga) Zona Sul, HPSC Zona Leste e HPSC
Zona Oeste e ICAM situados no municipio de Manaus, AM.

Por ocasido da coleta os pais ou o responsdvel pela crianca foram devidamente
esclarecidos sobre os objetivos, riscos ou possiveis danos que poderiam vir a ocorrer com as
criangas, se estas fossem incluidas no estudo, havendo concordincia com os termos, o
responsdvel em questdo assinava o termo de consentimento livre e esclarecido.

Com o consentimento dos pais ou do responsdvel pela crianga, iniciou-se a coleta dos

dados epidemioldgicos sobre as condi¢cdes sociais e as caracteristicas clinicas das criangas.
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Estes dados foram obtidos por meio de entrevista com os pais ou responsdvel. Para as
entrevistas foram empregados formuldrios contendo perguntas objetivas.

Ap6s coleta de dados epidemioldgicos acontecia entdo a coleta da amostra fecal, que
era realizada através de excrecdo espontinea. Apds coletadas as amostras, estas eram
acondicionadas em recipiente plastico ou de vidro esterilizado com capacidade de 10 ml e
mantidas sob refrigeracdo de —20°C, permanecendo nessa temperatura também durante o
armazenamento e transporte até o laboratorio de virologia e imunologia do INPA (Instituto de
Pesquisas da Amazonia). No INPA, as amostras eram numeradas e catalogadas em banco de
dados de planilha Excel, os formuldrios de entrevistas eram arquivados em fichdrios que
seguiam a mesma numeracdo das amostras. As amostras permaneciam armazenadas nas
mesmas condi¢des de temperatura citadas acima até o momento do processamento pelo

método de EGPA, para se verificar a deteccdo de rotavirus.

3.4 Método laboratorial
3.4.1 Detec¢do de rotavirus pela eletroforese em gel de poliacrilamida do genoma viral
(dsRNA - EGPA)
A técnica da eletroforese em gel de poliacrilamida para o genoma viral de rotavirus foi

realizada como descrito em Pereira et al. (1983), seguindo o seguinte protocolo:

3.4.1.1 Extragdo do genoma viral

Foram preparadas suspensdes de fezes a 10-15% em tampdo Tris/Ca*™ pH 7.3 (Tris
base 0,1M, CaCl, 1,5 mM) em microtubo de 1,5 mL. Apds o preparo, as amostras foram
submetidas a agitacdo até sua completa homogeneizagdao em aparelho de agitacdo de tubo de
ensaio. Em seguida, as suspensdes foram centrifugadas a 2.500g por 30 minutos a 4°C,

obtendo-se um clarificado das fezes.
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A extragdo do RNA viral foi feita em microtubos de 1,5 mL, utilizando-se 700 uL do
clarificado fecal, que foram acrescentados de 80 uL de Dodecil sulfato de sédio (SDS) a 10%.
Ap6s incubacido em banho-maria a 37°C por 30 minutos foram adicionados 300 pL de fenol e
300 pL de cloroférmio. Os tubos foram incubados em temperatura ambiente por 30 minutos
com agitagdes periddicas e centrifugados a 2.500g por 30 minutos. Apés a centrifugacio, os
sobrenadantes foram transferidos para microtubos previamente identificados, evitando colher
a interfase. O RNA foi precipitado por adi¢do de 50 puL de Cloreto de s6dio (NaCl) a 20% e
950 pL de etanol, os microtubos foram agitados e incubados a -20°C por 18 horas.

Ap6s este periodo foram novamente centrifugados a 13.000g por 30 minutos. Os
sobrenadantes foram desprezados e os sedimentos foram secos com os tubos em posicao
invertida a temperatura ambiente. Depois de secos, os sedimentos foram ressuspensos em 50
pL de solucdo dissociadora (Tris base 0,0625M pH 6.8, uréia SM, SDS 3%, 2-Mercaptoetanol
5%, azul de bromofenol 1,0 %). A seguir, os tubos, contendo os sedimentos e a solucdo
dissociadora, foram incubados em banho-maria a 56°C durante 15 minutos. O mesmo
procedimento foi realizado para amostra de rotavirus humano previamente identificada e que
era usada como referéncia controle e empregada na propor¢do de 5 uL. da amostra para 15 L

de solugdo dissociadora.

3.4.1.2 Preparo do gel de poliacrilamida

O sistema para processamento do gel de poliacrilamida empregado nesse trabalho era
do tipo artesanal baseado em processo industrializado. Foram montados os recipientes de gel,
preparados com duas placas de vidro separadas entre si por espagadores de plastico ou acrilico
de 1 mM, as jungdes das placas foram seladas com 4gar 2%. Preparou-se o gel separador
composto de acrilamida 7,5%/bis-acrilamida 0,2%; tampao Tris base 3mM pH 8,8; persulfato

de amoénia 0,03mM e tetrametilenodiamina (TEMED) 0.2%, que foi imediatamente
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adicionado a placa até 0,5 cm abaixo da extremidade inferior do pente. Sobre a superficie foi
adicionado butanol para nivelar o gel. Apds sua polimerizacdo, foi adicionado o gel
concentrador preparado com acrilamida 3,5%/bis-acrilamida 0,2%; tampao Tris base 6 mM
pH 6,8; persulfato de amonia 0,015 mM e TEMED 0,2%, que foi adicionado sobre o gel
separador ja polimerizado, colocando-se o pente para a formag@o de canaletas, para a
aplicacdo das amostras, preparadas como descrito anteriormente.

Ap6s a completa polimerizag@o do gel as placas foram fixadas a cuba de eletroforese,
de forma que o nivel minimo da placa (pente) ficou situado a aproximadamente 2 a 3 cm do
nivel do reservatodrio superior da cuba; foram vedados os contatos entre os reservatdrios com
dgar 2% e o tampdo de corrida (Tris 0,01M; glicina 0,083 M; pH 8,3) foi adicionado aos
reservatdrios superior e inferior da cuba de corrida. Na seqiiéncia, foi retirado o pente e
adicionado 20 puL de cada amostra em cada canaleta do gel, a amostra padrdo sempre foi
colocada na canaleta a esquerda do gel. Depois de todas as amostras colocadas, a fonte de
energia foi ligada, ajustando-se a corrente elétrica em mA por placa. Apds a saida do corante
azul de bromofenol do gel a fonte foi mantida ligada por mais 30 minutos para finalizar a

corrida de eletroforese.

3.4.1.3 Coloragéo do gel com nitrato de prata.

O gel foi corado com nitrato de prata de acordo com a técnica descrita por Herring et
al. (1982). A coloragdo foi executada seguindo as seguintes etapas: as placas com o gel foram
retiradas da cuba de eletroforese, foram abertas e retirados os espagadores, restando sé o gel,
que foi transferido para uma solugio fixadora de etanol 10% e 4cido acético 0,5%, por 30
minutos; a seguir o gel foi transferido para a solucéo corante de nitrato de prata 0,01 M, por
mais 30 minutos, com agitagdes periddicas. Desprezou-se a solucéo corante e o gel foi lavado

por 2 vezes em dgua destilada e em seguida acrescentou-se a solucdo reveladora de hidréxido
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de s6dio (NaOH) 0,75 M e formaldeido 0,95% Apo6s a visualizacdo das bandas a revelacao foi
interrompida pela adi¢do de uma solugado de dcido acético 5%, por 15 minutos. Na seqiiéncia,
o gel foi mantido em uma solugéo de etanol a 10%, que funciona como conservante do gel até

o momento de fotografar e/ou secar.

3.4.1.4 Secagem do gel

Para secagem do gel, a solu¢éo de etanol foi desprezada, adicionando-se uma solugio
de secagem, composta por metanol 65%, etanol 10%, glicerol 0,5%. Duas folhas de celofane
foram embebidas nesta solu¢@o, uma das folhas de celofane foi usada para recobrir uma placa
de vidro, sendo o gel colocado sobre ela e sobre o gel foi colocada a outra folha de celofane,
de forma que a placa de vidro fosse totalmente envolvida. Apds 2 dias, a temperatura
ambiente, com o gel totalmente seco, este foi retirado da placa de vidro e guardado para

posterior andlise.

3.4.1.5 Fotografia do gel
Para fotografar os géis, antes da secagem utilizou-se um sistema de fotografia digital
acoplado a um microcomputador e impressora, sendo os resultados registrados de forma

digital.

3.4.2 Caracteriza¢do molecular das amostras de rotavirus em gendtipos P (VP4) e G (VP7)

por meio da Reagdo da Polimerase em Cadeia — PCR.

As amostras de fezes diarréicas que apresentavam positividade para rotavirus através
de EGPA eram encaminhadas para andlise do genétipo através de técnica de RT-PCR

(Transcriptase Reversa — Reac¢do de Polimerase em Cadeia), utilizando “Primers” especificos
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para o gene 4 (VP4) e para o gene 9 (VP7), de acordo com técnicas descritas por Gentsh et al.

(1992) e Gouvea et.al. (1990; 1994a, b) com algumas modificacdes.

3.4.2.1 Extracdo do acido ribonucléico (RNA) viral para a reacdo de Transcriptase Reversa
seguida da Reacdo da Polimerase em Cadeia (RT-PCR).

Para caracterizacio do gendtipo P (VP4) e G (VP7), o RNA dos rotavirus era extraido
diretamente das fezes, de acordo com metodologia descrita por Santos; Gouveia (1994).

Procedeu-se a extragdo do RNA viral a partir do clarificado das amostras, utilizando-
se Trizol® Reagent (Invitrogen do Brasil), de acordo com as instrugdes do fabricante.

Em microtubos de 1,5 mL, misturou-se um volume de 250 pL do clarificado da
suspensdo fecal e 750 puL de Trizol®. A mistura foi homogeneizada em agitador de tubo de
ensaio e, na seqiiéncia, foram adicionados 200 pL de cloroférmio, seguido de agitagdo no
aparelho durante 30 segundos e incubado por 5 minutos a 4°C.

Depois de incubadas, as amostras foram centrifugadas (Eppendorf Centrifuge 5417R)
a 10.000g durante 10 minutos a 4°C. Apds a centrifugacdo, transferiu-se a fase superior
aquosa para outro tubo previamente identificado. O RNA viral foi precipitado por adi¢do de
igual volume de dlcool isopropilico e incubado durante 10 minutos a 4°C. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas (Eppendorf Centrifuge 5417R) a 10.000g por 10 minutos a 4°C.
O sedimento resultante da centrifugacdo foi lavado com 800 uL de etanol 75% gelado,
homogeneizado em agitador de tubo de ensaio e centrifugado a 10.000g por 5 minutos a 4°C.
Vertendo-se rapidamente o conteido do tubo, obteve-se s6 o sedimento. A secagem do
sedimento foi feita com o tubo em posicdo invertida, no fluxo de ar da capela do fluxo
laminar.

Depois de seco, 0 RNA sedimentado foi resuspenso em 30 uL de dgua estéril livre de

RNase e DNase e estocado a -70°C até o momento de uso.
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3.4.2.2 Transcriptase reversa seguida da Reac@o da Polimerase em Cadeia (RT-PCR).

Na primeira amplificacdo para a deteccdo dos genes 4 e 9 dos rotavirus, foram
utilizados os RNAs dos virus extraidos como moldes para serem transcritos em cOpias de
DNAs (cADN) para em seguida serem genotipados por PCR.

Foram realizadas reacdes separadas para (VP4 e VP7). Utilizou-se para cada reagdo
Sul do RNA viral juntamente com 3 pL. de DMSO (Dimetilsuféxodo), formando uma amostra
de 8 puL que era aquecida a 95 °C por 5 minutos, para abrir e manter a fita dupla de RNA
aberta. Apos este periodo, as suspensdes eram imediatamente resfriadas em banho de gelo por
cinco minutos, e adicionados 42 puL da seguinte mistura: 14 pL. de 4gua destilada esterilizada,
16 pL da mistura de Dioxinucleotideos Trifosfato (Contendo solucdes dATP, dGTP, dCTP,
dTTP 1,25mM), mais 5 uL de solu¢do tampdo da reacdo 10 vezes concentrada (Contendo
TRIS-HC1 100mM pH 9,0; KCl 500mM), outros 5 uL de solucio de MgCl2 (Cloreto de
Magnésio) 25mM, 2uLl da solugdo de cada “primers” contendo 25uM de con2-con3 para
amplificar todo o gene 4 e 2 uL da solugdo de “primers” contendo 20uM de Beg9-End9 para
amplificar todo o gene 9 foram acrescentados ainda 4 unidades da enzima Transcriptase
Reversa e 2,5 Unidades da enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen do Brasil).

Os tubos contendo a mistura foram colocados em termociclador (Eppendorf
Mastercycler Gradiente) programado para incubacdo de 42°C por 45 minutos, para a etapa da
transcriptase reversa e obtengdo do cADN. Em seguida, os mesmos tubos eram submetidos a
série de 30 ciclos de amplificacdo a 94°C por um minuto, 42°C por dois minutos e 72°C por

mais um minuto, e a uma incubacao final de extensdo a 72°C por sete minutos.

3.4.2.3 Reagdo de PCR para genotipagem viral
Nesta etapa, 1 uL do produto da primeira amplificag¢do foi utilizado como molde para

identificacdo dos genétipos P (VP4) e G (VP7). Neste caso, as copias de DNA amplificadas
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foram adicionadas a mesma mistura utilizada na primeira amplificacdo, porém em
quantidades reduzidas, sem a enzima transcriptase reversa e utilizando “primers” especificos
para os diferentes gendtipos P (Con3, 1T-1, 2T-1, 3T-1, 4T-1, 5T-1) e para os genétipos G
(Beg9, End9, aBT1, aCT2, aDT4, aET3 e aFT9).

Foram adicionados 21 uL da seguinte mistura: 7 uLL de agua destilada esterilizada, 8
puL da mistura de dioxinucleotideos trifosfato (contendo solugdes de dATP, dGTP, dCTP e
dTTP 1,25mM), 2,5 uL de tampao 10 vezes concentrado (contendo TRIS-HCI 100mM, pH
9,0; KCI 500mM), 2,5 uL da solugcdo de MgCl2 25mM, 1 pL do “pool” de “primers”
especifico para cada genétipo e 2,5 unidades da enzima Tap DNA-Polimerase (Invitrogen do
Brasil).

Os tubos foram novamente colocados em termociclador (Eppendorf Mastercycler
Gradiente) programado para 25 ciclos de PCR a uma incubagdo de 94°C por 1 minuto, 50°C
por dois minutos e 72°C por mais um minuto e a uma incubacio de extensdo final de 72°C por

sete minutos.

3.4.2.4 Iniciadores (Primers) utilizados

Para definir os genétipos P (VP4) das amostras de rotavirus, foram inicialmente
utilizados “pool de Primers” para genétipos P1A[8], P1A[4], P2A[6], P[9], P4[10]. Este “pool
de primers” estd demonstrado na tabela 2.

Para definir os gendtipos G (VP7) das amostras de rotavirus, foram inicialmente
utilizados “pool de primers” especificos para os sorotipos G1, G2, G3, G4 e GY. Este “pool de
primers” estd demonstrado na tabela 3.

Para evitar a a¢do de inibidores e contaminantes inespecificos na reacdo, todos os

reagentes e materiais utilizados eram esterilizados, livres de DNAse, RNAse e de protease.
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Para controle de qualidade de cada PCR, foram utilizados dois controles negativos

(Agua destilada esterilizada) e um controle positivo (RNA preparado de uma amostra fecal

positiva para rotavirus).

Tabela 2

“Pool de Primers” para defini¢cao dos genétipos P

Primers Seqiiéncia 5-3 Posicéo Amostra
sorotipo e genotipo
Con-3 TGG CTT CGC CAT TTT ATA GAC A 11-32 KU (P1A[8))
Con-2 ATT TCG GAC CAT TTA TAA CC 868-887 KU (P1A[8])
1T-1 TCTACTTGG ATA ACG TGC 339-356 KU (P1A[8])
2T-1 CTA TTG TTA GAG GTT AGA GTC 474-494 RVS5 (P1B[4)])
3T-1 TGT TGA TTA GTT GGA TTC AA 259-278 1076 (P2A[6])
4T-1 TGA GAC ATG CAAT TGG AC 385-402 KB(P3A[9])
5T-1 ATC ATA GTT AGT AGT CGC 575-594 69M(P4[10])
Tabela 3
“Pool de Primers” para defini¢do do gendtipo G
Primers Seqiiéncia 5-3 Posicao Amostra
sorotipo e genotipo

Beg9 GGC TTT AAA AGA GAG AATTTCCGTCTG G  1-28 Wa (1)

End 9 GGT CAC ATC ATA CAA TTC TAA TCT AAG 1062-1036 SA11(3)

aBT1 CAA GTA CTC AAA CAC ATG ATG G 314-335 Wa (1)

aCT2 CAA TGA TAT TAA CAC ATT TTC TGT G 411-435 DS1 (2)

aDT4 CGT TTC TGG TGA GGA GTT G 480-498 ST3 (4)

aET3 CGT TTG AAG AAG TTG CAA CAG 689-709 P (3)

aFT9 ATC GAT GAT ACT ACA ACT AC 757-776 Wi61 (9)
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3.4.2.5. Andlise do perfil gendmico viral por Eletroforese em Gel de Agarose

Aliquotas de sete microlitros dos produtos da primeira e segunda amplificacdo
homogeneizados com 3ul de tampao de corrida (Azul de bromofenol a 0,1%, EDTA 0,1mM e
glicerol a 50%) foram aplicados em gel contendo 1,2% de Agarose (Invitrogen do Brasil) em
Tampio TRIS-Borato (TBE-TRIS 0,089 M, Acido Bérico 0,089 M e EDTA 0,002M, pH 8,0),
com 0,5ug de brometo de etideo por mililitro. Para cada gel foram aplicados 3pl do marcador
de peso molecular com 100 pares de base (100 bp DNA Ladder — Invitrogen do Brasil).

Em seguida, os géis eram submetidos a uma corrente elétrica de 120V por uma hora
em temperatura ambiente. Apds a eletroforese, os géis eram analisados por transiluminagio

com luz ultravioleta e fotografados com camara digital.

3.5 Analises Estatisticas

A andlise dos dados foi realizada por meio de andlise de médias, desvio padrdo e
porcentagens para a verificacdo dos dados obtidos nas amostras de fezes diarréicas de criangas
de 1 a 36 meses, conforme idade, sexo e condi¢des clinicas.

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa Epi-info versdo
3.3.2/2005 (Center for Diasease Control and prevention — CDC/USA e World Health
Organization — Geneva). O Epi Info™ 3.2.2 foi utilizado para constru¢do do questiondrio, do
banco de dados e andlise estatistica e epidemioldgica de dados.

O Epi Info 3.2.2 ™ ¢ um conjunto de programas de dominio publico, produzido pelo
CDC que funciona na mesma concepgdo visual do Windows, com apresentagdo de menus de
opgOes. Para armazenar dados, utilizando a mesma concep¢do do Access, da Microsoft

(CDC_EPI-INFO_AULA 3_Portug, 2006).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Positividade para rotavirus

Durante o periodo do estudo foram analisadas por EGPA (Eletroforese em Gel de
Poliacrilamida) 607 amostras de fezes, sendo que destas 152 (25%) apresentaram positividade
para rotavirus.

A porcentagem de amostras positivas para rotavirus encontradas nesse estudo é

demonstrada no gréfico 1.

O Neg B Pos

Grifico 1 — Positividade para rotavirus humano em amostras de fezes diarréicas coletadas de

criangas de 1 a 36 meses em Manaus-AM, de julho de 2004 a dezembro de 2006.

Estudos realizados na ultima década no Brasil demonstram que a positividade para
rotavirus no pais varia de 11,9 a 48 % (SILVA et al., 2001; COSTA et al., 2004b; SANTOS et

al., 2003; SANTOS et al., 2005; CARVALHO-COSTA et al., 2006; ORLANDI et al., 2006).
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Na regido Amazodnica os rotavirus foram encontrados entre 18,4% em Belém do Pard
(LINHARES et al., 1994) e 46%, em Manaus-Amazonas, por Rocha (ROCHA, 2003).

Os dados encontrados neste estudo (25%) sdo semelhantes ao encontrado por Costa,
(2006 - trabalho ndo publicado) em estudo sobre a ocorréncia de rotavirus Manaus-AM.
Naquele estudo, Costa encontrou 24% das amostras positivas para rotavirus.

Em alguns paises da América do Sul, a porcentagem encontrada de amostras positivas
para rotavirus foi de até 48,1% das criancas na Colombia (MANRIQUE-ABRIL et al., 2006)
e de 49% no Chile (VERGARA et al., 2007).

A positividade para rotavirus foi semelhante tanto no sexo feminino com 76 amostras
(50%), quanto no masculino também com 76 amostras (50%). Este dado € semelhante ao
verificado por Carneiro et al. (2005), quando este estudava as caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas de criancas internadas por rotavirus na cidade de Salvador, estado da Bahia,
Brasil. Os autores deste trabalho constataram que 53% das amostras positivas para rotavirus
eram de criangas do sexo masculino, enquanto que 47% eram de criancas do sexo feminino. O

grafico 2 mostra a porcentagem de amostras positivas e negativas para rotavirus por sexo das

criangas.
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Grifico 2 — Percentual de amostras positivas e negativas para rotavirus humano, em criancas

de 1 a 36 meses do sexo masculino e feminino em Manaus, AM.
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A faixa etdria onde mais predominou a positividade para rotavirus foi a de 06 a 12
meses, com 49 amostras, o equivalente a 32.2% do total de amostras positivas, este total foi
seguido pela faixa etdria de 12 a 18 meses com 38 amostras (25%) e pela faixa etiriade 1 a 6
meses, onde foi encontrado 30 casos (19,7%). Nas faixas etarias acima dos 19 meses, 0s casos
positivos para rotavirus diminuiram consideravelmente, sendo que dos 19 a 24 meses
aconteceram 17 casos (11,2%), dos 25 a 30 meses outros 11 casos (7,3%) e dos 31 a 36 meses
aconteceram 7 casos (4,6%).

Somadas o nimero de amostras positivas de criancas de faixas etdrias até 18 meses,
foi encontrado um montante de 76,9% de amostras positivas. Dado semelhante ao encontrado
por Andreasi et al. (2007) em Mato Grosso do Sul, que estudando criangas com rotavirus de
até 3 anos observou que 78,6% das amostras positivas eram de as criangas de até 24 meses.

O grifico 3 mostra o nimero de amostras positivas e negativas conforme a faixa
etaria, nas quais foram encontradas e o grafico 4 apresenta a porcentagem de casos positivos

para rotavirus conforme a faixa etaria.
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Griéfico 3 — Distribui¢do do nimero de amostras positivas e negativas para rotavirus humano
em amostras de fezes diarréicas coletadas em Manaus-AM, de criancas de 1 a 36

meses.



53

32
30

g 25

£ 2

2 L, 197

i 15

. 11,2

= 10 A 7.3

S

o R
0 ——— .

01--06 061--12 121--18 181--24 241--30 301--36 361--42

Faixa Etaria (meses)

Griafico 4 — Porcentagem de amostras positivas para rotavirus humano em criancas de 1 a 36

meses divididas por faixa etdria em Manaus-AM.

As amostras positivas para rotavirus foram analisadas considerando-se o més de sua
ocorréncia, assim, pdde-se perceber que julho, agosto e novembro de 2004 e dezembro de
2005 foram os meses que apresentaram o maior nimero de amostras positivas, com 12 casos
em agosto de 2004 (7,9%) e 10 casos cada um dos demais meses citados (6,6%). Outros
meses que se destacaram foram margo e setembro de 2005, com 9 casos cada més (5,9%) e
outubro de 2004 com 8 amostras (5,3%), nos demais periodos manteve-se uma variacio de 1 a
7 casos. Avaliou-se, assim, que o pico de casos positivos ocorreu no periodo de julho a
novembro de 2004, periodo que totalizou 42 casos referentes a 27,6% do total geral de
amostras positivas. Pode-se visualizar a distribuicio de amostras positivas e 0 més se sua
ocorréncia no gréfico 5.

A sazonalidade de rotavirus no norte e nordeste do pais é semelhante ao encontrado
em paises de clima tropical, onde a ocorréncia de casos positivos acontece durante todos os
meses do ano, diferente do que acontece em estados da regido central e sudeste, onde os casos
predominam nos meses mais secos ou frios do ano. Rocha em 2003, estudando a clinica e a

epidemiologia de doenca diarréica por rotavirus em criancas de Manaus, verificou uma
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elevacao de casos nos meses de maio, setembro, novembro e dezembro de 2002 e fevereiro de
2003, ndo demonstrado com isso se ha um periodo onde ocorrem mais ou menos casos da

doenca (ROCHA, 2003).
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Griafico 5 — Amostras de fezes positivas para rotavirus humano distribuidas conforme o més

de ocorréncia no periodo de julho de 2004 a dezembro de 2006 em Manaus-AM.

A distribui¢@o das amostras positivas por zonas do municipio de Manaus-AM, mostra
que 60 casos (39,4%) ocorreram na zona leste da cidade, 29 (19,1%) aconteceram na zona
oeste e outros 21 (13,8%) e 20 (13,2%) foram encontrados nas zonas norte e sul
consecutivamente. As zonas centro-sul, centro-oeste e interior do estado aparecem com menor
nimero de casos.

Rocha (2003), observou distribui¢do semelhante a encontrada neste estudo, a autora
demonstrou, na época, que 30,8% dos casos positivos para rotavirus ocorreram na zona leste
da cidade. Também Costa (2006 - dados ndo publicados), encontrou a mesma distribuicdo
quando estudava a ocorréncia de rotavirus em Manaus, nesse caso o autor observou que 31%
dos casos ocorreram na zona leste da cidade. A zona leste atualmente é setor com maior

nimero de domicilios da cidade de Manaus, o aumento do nimero de moradias na regido teve
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inicio a partir do ano 2000, com a abertura de um importante eixo de circulacdo para a Zona
Leste pela Avenida Grande Circular, que contribuiu para a continuacdo das ocupagdes
espontineas e o adensamento urbano da area. Apesar desta caracteristica a zona leste é
também a que tem a maior nimero de moradores por domicilio e onde se encontra a menor
nimero de pessoas que vivem em domicilios com banheiro e dgua tratada (OLIVEIRA;
COSTA, 2007).

O fato de essa zona ser uma das mais carentes em sentido de saneamento bdsico e a
mais numerosa em populacdo, pode ser uma das possiveis causas da ocorréncia de um niimero
maior de casos positivos de rotavirus no local. Porém outros estudos devem ser realizados na
drea para que se possa afirmar que estes fatores contribuem como possiveis causas da
elevacdo da doenca diarréica por rotavirus nessa zona de Manaus. O nimero de amostras
positivas e negativas e a sua distribui¢do pelas zonas de Manaus podem ser observados na
tabela 4.

Tabela 4

Distribui¢do do nimero e porcentagem de amostras positivas e negativas para rotavirus

humano por zona de Manaus, AM.

Amostras positivas e negativas para rotavirus humano distribuidas por zonas de Manaus.

Amostras

Zona Geogrifica

Negativas %o Positivas %
Norte 71 15,6 21 13,8
Sul 102 22,5 20 13,2
Leste 157 34,5 60 39,4
Oeste 77 16,9 29 19,1
Centro Oeste 6 1,3 6 39
Centro Sul 19 4,2 9 5,9
Interior 21 4,6 7 4,7
Outros Estados 2 0,4 0 0,0
Total 455 100,0 152 100,0




56

Avaliou-se a positividade para rotavirus em relacio ao ndmero de episddios de diarréia
por crianga por dia e com isso obtivemos um total 1528 episddios de diarréia, o que gerou
uma média de 10 episdédios/crianga/dia, com um desvio padrido de 4,1 episddio/crianca/dia, a
mediana também apresenta um valor de 10 episddios de diarréia por crianga por dia.

Rocha (2003), ao avaliar os aspectos clinicos e epidemioldgicos da doenca diarréica
por rotavirus em Manaus, encontrou uma média de episodios de diarréia dia de 7,7 episddios
de diarréia por crianga por dia.

Ao se observar este dado, inicialmente se imaginou que as criangas com doenca
diarréica por rotavirus apresentavam um nimero elevado de episddios de diarréia por dia,
porém quando analisados comparativamente o nimero de episddios de diarréia em criangas
com amostras positivas para o rotavirus com amostras negativas para o virus, percebeu-se que
as criancas com amostras negativas para o virus apresentavam numero de episddios de
diarréia semelhante as com amostras positivas, no caso as criangcas com amostras negativas
tiveram uma média de 9,8 episddios/crianca/dia, com um desvio padrio de 4,2
episddio/crianca/dia, enquanto as criangas com amostras positivas apresentaram em média 10
episddios por dia, com um desvio padrio de 4,1 episddio/crianga/dia. A distribui¢do do
ndmero de episddios de diarréia por dia nas amostras positivas estd ilustrada no gréafico 6.

Também foi verificado qual era o aspecto das fezes apresentadas pelas criangas com
amostras positivas para rotavirus e percebeu-se que as fezes de aspecto liquidas estavam
presentes em 131 (86,2%) das 152 amostras positivas. As fezes de aspecto semi-liquidas,
pastosas e semi-pastosas € com a presenga de sangue e muco também apareceram, porém em
quantidade reduzida de amostras.

Em estudo realizado por Rocha em 2003 na cidade de Manaus, a autora constatou que
88,5% das amostras de fezes positivas para rotavirus tinham aspecto de fezes liquidas

(ROCHA, 2003).
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Neste estudo, assim com em Rocha (2003), foi observado que o aspecto liquido foi o
mais encontrado, caracterizando que os dados encontrados, estdo de acordo com a literatura
atual, onde € relatado que as fezes liquidas € um dos aspectos clinicos mais comuns da doenga
diarréica por rotavirus (VRANJAC, 2004). O niimero de amostras negativas e positivas para

rotavirus humano em Manaus, conforme o aspecto das fezes esta demonstrado no grafico 7.

N.° Amostras Positivas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 20

Miimero de Episéddio de Diarréia/Crianca/Dia

Grifico 6 — Nuamero de episddios de diarréia apresentados por criangas com amostras

positivas rotavirus humano em Manaus, AM.
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Gréfico 7 — Aspecto das fezes de criancas com amostras positivas € negativas para rotavirus

humano em Manaus, AM.
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Foram avaliados os principais sinais e sintomas da doencga diarréica por rotavirus
apresentados pelas criangas com amostras positivas para rotavirus, e percebeu-se que o
vOmito esteve presente em 133 das 152 criangas com amostras positivas para o virus (87,5%.),
percebeu-se também que 123 criangas apresentaram quadro de desidratacdo (80,9%) e que
108 criangas referiram sintomas caracteristicos de dores abdominais (71,1%). J4 a hipertermia
foi citada por um nimero menor de vezes, sendo que 74 méaes ou responsaveis referiram a
presenga do sinal (48,7%).

A hipertermia, o vomito e a desidratagdo sdo considerados os principais sinais e
sintomas apresentados por criancas com doenca diarréica provocada pelo rotavirus
(MANRIQUE-ABRIL et al., 2006).

Os achados deste estudo confirmam o que outros autores t€m apresentado em estudos
realizados no Brasil e no mundo, Carneiro et al. (2005), estudando os aspectos clinicos e
epidemioldgicos de criangas com gastrenterites por rotavirus em Salvador-Bahia, verificaram
que 95,4% das criancas com amostras positivas para o virus apresentaram vOmito, nesse
mesmo estudo foi observado que 86% das criancas apresentaram sinais de desidratacdo.
Estudos realizados no Chile mostram dados semelhantes aos encontrados no Brasil, em estudo
onde foi avaliado o impacto das gastrenterites por rotavirus em criancas chilenas menores de
3 anos os sinais de desidratagio e vOmito foram encontrados consecutivamente em 89% e
95% das criancas com amostras positivas para rotavirus (VERGARA et al., 2007).

No caso da hipertermia, estudos mostram que este sinal pode apresentar valores
diferentes, dependendo dos locais onde estes estudos sdo realizados. Nakagomi et al. (2008),
quando comparava a severidade da doenga por norovirus com a doenca diarréica por rotavirus
em Recife no Pernambuco, constatou que 88,9% das criangas com rotavirus apresentaram
hipertermia. Este dado foi superior ao encontrado por Rocha (2003), que detectou o sinal da

doenca em 69,9% das criancas avaliadas em estudo sobre os aspectos clinicos e
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epidemioldgicos da doenga diarréica por rotavirus em Manaus-AM. Orlandi et al. (2001) em
estudo sobre a ocorréncia de rotavirus em Porto Velho, Rondo6nia verificaram que 60% das
criangas com amostras positivas para o virus.

Os dados apresentados neste trabalho demonstram que a hipertermia, apesar de sempre
estar presente em estudo sobre os aspectos clinicos da doenga, pode apresentar dados
diferentes entre estudos, como foi o caso do achado neste estudo, onde foi observado que
48,7% criancas com amostras positivas para rotavirus apresentaram hipertermia. A
porcentagem de criancas com amostras positivas para rotavirus que apresentaram

desidratacdo, vomito, hipertermia e dores abdominais estdo demonstrados no grafico 8.
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Gréfico 8 — Presenca de sinais e sintomas caracteristicos da doenca diarréica em criangas com

amostras de fezes positivas para rotavirus humano em Manaus, AM.

Foi verificada também a existéncia de animais domésticos (caes, gatos e outros) e de
galinhas nas residéncias de criangas com amostras de fezes positivas para o rotavirus. Cento e
quarenta e sete das cento e cinqiienta e duas mées ou responsdveis por criangas com amostras

positivas responderam sobre a existéncia ou ndo de animais domésticos na residéncia, outras
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146 maes ou responsdveis, responderam sobre a existéncia de galinhas. Nesta avaliacdo pode-
se perceber que na residéncia de 73 criangas (49,7%) que tiveram suas amostras positivas para
o rotavirus, existiam animais domésticos. Quanto a existéncia de galinhas verificou-se que
esta ave ndo estava presente em 134 (91,8%) das residéncias das criangas com amostras
positivas para rotavirus.

Nos estudos encontrados, a avaliacdo da existéncia de animais domésticos e de
galinhas nos domicilios de criangas com doencas diarréicas por rotavirus, € um dado pouco
relacionado a positividade para rotavirus, porém este dado pode subsidiar outros estudos que
busquem explicacdes para os casos de pesquisas para rotavirus humano que venham a
apresentar negatividade para os genétipos G e P humano mais conhecidos.

Estudos demonstram que um dos fatores que pode levar ao surgimento de novos gens
de rotavirus, € a habilidade que este virus tem de se reorganizar geneticamente durante co-
infec¢cOes resultantes de troca de material genético entre gendtipos de rotavirus humanos e
animais (RAMINI; KANG, 2007). A existéncia de animais domésticos na residéncia de

criancas com amostras positivas para rotavirus estd demonstrada nos graficos 9.
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Griéfico 9 — Distribuicdo da existéncia de animais domésticos em residéncias de criangas com

amostras positivas e negativas para rotavirus humano em Manaus, AM.
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4.2. Positividade para os genétipos P e G de rotavirus humano

Das 152 amostras positivas para rotavirus, 100% foram genotipadas por meio do
método de RT-PCR para os genétipos P (VP4) e G (VP7). Na andlise dos resultados da
genotipagem de 152 amostras, 75 amostras (49,3%) apresentaram caracteristicas de genotipos
G ou P ou ainda combinagdes dos genotipos P e G e 77 (50,7%) amostras ndo apresentaram
caracteristicas de nenhum dos dois gendtipos pesquisados.

Na andlise das 75 amostras positivas para os gendtipos P ou G, percebeu-se que a
ocorréncia de combinagdes dos dois gendtipos aconteceu em 40 amostras (53,3%). Nesta
andlise, observou-se que 28 amostras (37,3%) apresentaram caracteristicas somente do
genotipo P e 07 amostras (9,3%) somente do gendtipo G, com isso somando-se as amostras
com caracteristicas de um tnico gendtipo e as que apresentaram combinagdes dos genotipos P
e G, pode-se concluir que, das 152 amostras positivas para rotavirus, 68 (44,7%) apresentaram
caracteristicas do gendtipo P e 47 amostras (30,7%) do gendtipo G.

A técnica de RT-PCR € empregada no mundo inteiro, com a finalidade de genotipar o
rotavirus do grupo A. A utilizacdo dessa metodologia tem permitido a identificacdo dos
grupos G e P em diversos estudos no Brasil e no mundo.

Costa et al. (2004a), através da utilizagcdo desse método pdde tracar o perfil molecular
de amostras de fezes positivas para rotavirus em criancas de Goidnia em Goids, neste estudo,
0 autor constatou que 79,2% das amostras apresentavam caracteristicas do genétipo G,
enquanto 50,6% apresentavam caracteristicas de gendtipo P. Também Das et al. (2002), na
india, identificaram como gendtipos P ou G 60 % (159/266) das amostras positivas para
rotavirus do tipo A, sendo que das 159 amostras 87% eram do gendtipo P e 82% eram do
genotipo G, nesse estudo Das afirma que 40% das amostras positivas ndo apresentaram

caracteristicas nem para o gendtipo G, nem para o genétipo P.
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Neste estudo utilizaram-se os primers Con2 e Con3 para amplificagdo do gene 4 e os
primers Beg9 e End9 para amplificar o gene 9, com esta metodologia, observou-se que 75
amostras (49,3%) apresentaram caracteristicas para G ou P, porém pouco mais da metade (77
amostras), apesar da positividade para o rotavirus, ndo foram identificadas nem como
genotipo G, nem como gendtipo P. O fato destas amostras ndo terem apresentado
caracteristicas dos gendtipos G ou P pode representar a existéncia de novos grupos ou
subgrupos, porém para que essa afirmativa seja considerada sdo necessarios estudos mais
detalhados, onde sejam empregados primers que possam identificar genes de rotavirus
incomuns. A andlise das amostras negativas e positivas para os gendtipos P e G pode ser
observada na tabela 5, e nimero de amostras positivas e de combinacdes para estes dois

genotipos pode ser visualizada no gréfico 10.

Tabela 5

Positividade e negatividade para os gendtipos P e G em amostras de fezes diarréicas de

criangas e 1 a 36 meses, em Manaus, AM.

Amostras positivas e negativas para gendtipos P e G

Genoétipo G

Negativas Positivas Total

Negativas 77 7 84

Positivas 28 40 68

Gendtipo P

Total 105 47 152
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Gréfico 10 — Distribuicio da positividade para os gendtipos P e G e das combinagdes P e G
em amostras de fezes positivas para rotavirus humano de criangas de 01 a 36

meses em Manaus, AM.

Das 47 amostras positivas para o gendtipo G, observou-se que 18 (38,3%) nio
apresentaram caracteristicas de nenhum dos genétipos G pesquisados no estudo, sendo que
destas 18 amostras, 7 apresentaram o produto da primeira amplificacdo (determinacdo de
VP7).

O fato destas amostras nao ter apresentado caracteristica de nenhum dos 5 gendtipos G
pesquisados, levanta a suspeita de que, na regido, pode estar acontecendo a circulacdo de
gendtipos incomuns, como por exemplo, o gendtipo G5 , que ja foi encontrado no Piaui
(MACEDQO et al., 2007) e no Para (MASCARENHAS et al., 2002) ou G8 que foi encontrado
em Minas Gerais (SILVA et al., 2002).

Nas demais amostras positivas para o genétipo G ocorreu uma maior freqii€éncia dos
genotipos G2 que apareceu em 8 amostras (17%), seguidos de G1, com 7 amostras (14,9%),

G9 que foram encontrados em 5 amostras (10,6%) e G3 em 2 Amostras (4,3%). Foram
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encontradas ainda misturas dos genétipos de G1-G9 em 6 amostras (12,8%), e G1-G3 em uma
amostra (2,1%).

Surpreendentemente ndo foi encontrada nenhuma amostra com caracteristicas do
genotipo G4, apesar deste ser considerado um dos gendtipos G mais comumente encontrado
em todo o mundo (AHMED et al., 2006).

Conhecidamente, os genétipos G, encontrados com maior prevaléncia em estudos
realizados no planeta, sdo os gendtipos G1 e G4, porém outros genétipos G, como G5, G6,
G8, G9 e G10 vém apresentando significativa importincia em vdrios estudos desenvolvidos,
principalmente em paises em desenvolvimento como o Brasil (MASCARENHAS et al.,
2002).

Neste estudo foram utilizados os primers especificos (Beg9, End9, aBT1, aCT2, aDT4,
aET3 e aFT9) capazes de identificacdo dos genétipos G1, G2, G3, G4 e G9, sendo que o G2
foi encontrado em 17% das amostras, nimero superior a G1 (14,9%), que normalmente nos
estudos aparece com nimeros superiores ao G2 (LUZ et al., 2005; DAS et al., 2002).

Apesar de estudos caracterizarem o gendtipo G2 como incomum, este gendtipo vem
sendo encontrado com certa freqii€ncia no Brasil e em outros paises, Santos et al. (2003),
observaram uma freqiiéncia de 22% deste genétipo em amostras de fezes positivas para
rotavirus no Rio de Janeiro, Brasil. Também Mascarenhas et al. (2002), detectando os
genotipos P e G de criangas de Belém no estado do Pard, encontraram 20% das amostras de
genotipo G, com caracteristicas de G2. O genétipo G2 aparece ainda em estudos realizados
em diversos paises, como Irlanda (O’MAHONY et al., 1999), Nepal (UCHIDA et al., 2006),
Iraque (AHMED et al., 2006) e Chile (VERGARA et al., 2007). O gendtipo G9 que, neste
estudo, foi encontrado em 10,6% das amostras também tem sido encontrado em estudos no
Brasil. Costa et al. (2004a), encontraram em Goidnia, Goids uma freqii€ncia de G9 em 34%

das amostras de gen6tipo G positivas.
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O gendtipo G9, atualmente é o 4° mais encontrado em humanos (SANTOS et al.,
2005), devendo ser considerado de importancia epidemioldgica para estudos de novas vacinas
para rotavirus (ARAUJO et al., 2001).

No grifico 11 pode-se observar a distribuicdo das propor¢cdes de amostras positivas

para os gen6tipos G.
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Griéfico 11 — Distribui¢@o das propor¢des de amostras de fezes positivas para o gendtipo G em

Manaus, AM.

Quanto aos genotipos P, verificou-se que das 68 amostras positivas, o genétipo P[8]
foi observado em 45 (66,2%) e o gendtipo P[4] em 9 amostras (13,2%). Os gendtipos P[9],
P[6] e P[10] foram encontrados cada um uma tunica vez (1,5%). As misturas de genotipos
P[4]-P[6] apareceram 1 vez (1,5%) e P4-P10 apareceram 2 vezes (2,9%).

Foi observado ainda que 8 amostras (11,7%) ndo apresentaram caracteristicas de
nenhum dos genétipos P pesquisados, sendo que 4 destas amostras que ndo foram

caracterizadas apresentaram o produto da primeira amplificacdo (determinacio de VP4).
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Os gendtipos P[8], P[4], P[6] e P[9] sao conhecidamente os genétipos P mais
encontrados em estudos no Brasil e no mundo (MASCARENHAS et al., 2002). O fato de
neste estudo os gendtipos P[8] terem sido responsaveis por 66,2%, com 13,2% de amostras
caracteristicas de P[4], demonstra que o perfil circulante na regido estudada é semelhante aos
encontrados em outros estados e paises (UNICOMB et al., 1999; O’'MAHONY et al., 1999;
MOYO et al., 2007; COSTA et al., 2004a, SANTOS et al., 2003). A distribuicdo dos

genotipos P pode ser visualizada no grafico 12.

O P[9]

m P[4]

@ P[8]

O P[6]

m P[10]

O P[4]-P[6]

m P[4]-P[10]

o Nao Tipadas

66,2

Griafico 12 — Distribui¢@o das propor¢des de amostras de fezes positivas para o gendtipo G em

Manaus, AM.

As combinagdes dos gendtipos G e P foram responsaveis por 40 das 75 amostras
positivas para G e P (53,3%). Estas combinag¢des foram analisadas e foi possivel verificar que
a P[8]Gl estava presente em 5 amostras, o equivalente a 12,3% do total das combinagdes, foi
observado, ainda, que 4 amostras apresentavam combinac¢des de P[4]G2 (10%), P[8]G2

apareceu 3 vezes (7,5%), e a combinacdo P[8]G3 aconteceu em 2 amostras (5%). As
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combinagdes P[9]G2, P[4]G1, P[8]GY e P[10]G1, aconteceram cada uma separadamente, em
no minimo uma amostra.

Combinacdes de genodtipos P com a mistura de gendtipos G também foram
encontradas, sendo que combinacdo P[8]G1-G9 apareceram em 4 amostras (10%), a
combinagdo de P[6]G1-GY foi observada em uma amostra (2,5%) e em outra amostra
aconteceu a combinacao P[4]G1-G3 (2,5%).

Observou-se também que algumas combina¢des aconteceram entre amostras que nao
foram caracterizadas para os gendtipos P ou G pesquisados. Quatro amostras, que
representam 10% das combinagdes, apresentaram um perfil de combinagdo onde nem os
genotipos P, nem o gendtipo G foram caracterizados entre os gendtipos P e G pesquisados.

O Gendtipo P[8] apareceu em 5 amostras (12,5%) em combinagdes com gendtipos G
nao tipados, este mesmo fato ocorreu com 2 casos de P[4] (5%), 2 casos das misturas de P[4]-
P[10] (5%) e um caso da mistura de P[4]-P[6] (2,5%).

Mundialmente, quatro combina¢des de gendtipos P e G sdo consideradas de maior
importancia epidemioldgica, estas combinagdes sao P[8]G1, P[4]G2, P[8]G3 e P[8]G4
(BANYALI et al., 2004; SILVA et al., 2002), porém algumas combina¢des como P[8]G9 e
P[6]GY, comecam a aparecer em destaque em estudos desenvolvidos no mundo inteiro,
inclusive no Brasil (SERAVALLE et al., 2007).

Dos 4 tipos mais comuns de combinagdes, trés foram encontradas neste estudo,
P[8]G1 que foi responsavel por 12,5% das combinacdes, P[4]G2 que esteve presente em 05
das combinagdes (10%) e P[8]G3 que apareceu em 2 combinagdes (5%).

O P[8]G1 é considerada a combinagdo de maior importincia epidemiolégica nas
causas da doenca diarréica por rotavirus, fato que levou o desenvolvimento de uma vacina
monovalente que confere imunidade para esta combinacdo. Estudos realizados em estados

brasileiros como Recife (MONTENEGRO et al., 2007), Mato Grasso do Sul (ANDREASI et
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al., 2007) e Rio de Janeiro (SANTOS et al., 2003) e no Distrito Federal (LEITE et al., 1996),
bem como, em outros paises, como Franca (BOM et al., 2000), Irlanda (O’MAHONY et al.,
1999), Nepal (UCHIDA et al., 2006) e USA (RAMACHANCHAN et al., 1998a), mostram
que a combinacdo P[8]G1 € predominante tanto no Brasil, como no mundo.

As combinagdes P[4]G2 e P[8]G3 também aparecem em destaque em estudos
realizados no Brasil, bem como em outros paises (ARAUJO et al., 2001; DAS et al., 2002;
MOTA-HERNANDES et al., 2003; PHAN et al., 2007; LAIRD et al., 2003).

Foi encontrada uma amostra com a combinagdo P[8]G9 (2,5%), esta combinacdo, até
pouco tempo, era considerada incomum, atualmente esta combina¢do vem merecendo
destaque em vdrias publicagdes (SERAVALLE et al., 2007). Santos et al. (2005), estudando a
doenca por rotavirus em criangas de Salvador-Bahia, encontrou esta combinacdo em 74,5%
das amostras, J4 Montenegro et al. (2007) estudando a doenca diarréica por rotavirus no
Recife-Pernambuco, encontrou a combinagdo P[8]G9 em 29% das amostras, nimero menor
do que o encontrado por Santos et al. (2005), porém ndo menos expressivo. A combinacio
P[8]G9 foi encontrada também em estudos realizados no Rio de Janeiro (SANTOS et al.,
2003) e em Goids (COSTA et al., 2004a) e em outros paises como Japao (PHAN et al., 2007)
Iraque (AHMED et al, 2006) e na Tanzania, onde foi responsavel por 90,7% (39/43) das
amostras positivas para rotavirus (MOYO et al., 2007).

Combinagdes incomuns como P[4]G1 foram encontradas por Silva et al (2002), que
estudando amostras de fezes positivas para rotavirus em Juiz de Fora-Minas Gerais, encontrou
esta combinag@o em 15% das amostras.

Neste estudo, foram encontradas duas amostras contendo combinagdes incomuns, uma
foi caracterizada como P[9]G2 e outra P[10]G1, que ndo foram encontradas em nenhum outro
estudo conhecido até o momento. Um estudo para caracterizagdo molecular dos rotavirus

humano e animal em paises da Europa, encontrou uma amostra caracterizada como genétipo
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P[9] em combinagdo com o genétipo G1 (HEIDE et al., 2005), em um estudo realizado em
Dar, na Tanzénia, para caracterizacdo dos rotavirus tipo A, foram utilizados primers
especificos para identificagdo tanto do gendtipo P[9] quanto do gendtipo P[10], porém
nenhum dois gendtipos foram encontrados (MOYO et al., 2007). No Brasil, Macedo (2007),
também utilizou primers para identificacdo destes gendtipos, sendo que a autora encontrou
4,9% de amostras positivas para P[10] e nenhuma para P[9] (MACEDO et al., 2007).

A combinagdo de P[6] com a mistura dos genétipos G1-G9, ndo aparecem
normalmente em outros trabalhos, porém as combinacdes de P[6]G1 e P[6]GY9 podem ser
conseqiiéncia da combinag¢do do gendtipo P[6] com co-infec¢dao pelos gendtipos G1 e G9,
que, separadamente, sdo comumente encontradas no Brasil. A combinacdo P[6]G1 foi
encontrada em Goids (COSTA et al., 2004a), em Minas Gerais (SILVA et al., 2002) e no Para
(MASCARENHAS et al., 2002). P[6]G9, por sua vez, foi encontrado em estudos no Rio de
janeiro (ARAUJO et al., 2001; SANTOS et al., 2003).

P[4] foi outro genétipo P que s6 foi encontrado em combinacdo com a mistura de G1-
G3, que como no caso citado, pode resultar da combinag@o de co-infec¢do pelo gendtipo Gl e
gendtipo G3 em combinagdo com o gendtipo P[4], da mesma forma que no caso anterior,
estas combinagdes, apesar de incomuns, quando separadas, sdo encontradas em estudos no
Brasil; Silva et al. (2002), em Minas Gerais, encontrou 60% das amostras positivas para
rotavirus com caracteristicas de G3, sendo que a maioria delas apresentava combinag¢des com
P[4].

Surpreendentemente foi constatado que 40% (16 amostras) das combinagdes
encontradas neste estudo foram caracterizadas como combinacdes de gendtipos P[4] ou P[8] e
das misturas de P[4]P[10] ou P[4]P[6] com os genétipos G ndo tipados e de G9 em

combinagdo de genétipos P ndo tipados (5%). Outro caso foi de 4 combinagdes que
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apresentaram caracteristicas negativas tanto para os genoétipos G quanto para os P pesquisados
(10%).

O ntuimero elevado deste tipo de combinacio pode ser um indicativo da circulacio na
regido de gendtipos P e, principalmente, de gendtipos G, que comegaram a ser encontrados
em estudos mais recentes. Um desses gendtipos € o G5 que foi encontrado no Piaui
(MACEDO et al., 2007) e no Para (MASCARENHAS et al., 2002). Outro Genétipo G que
pode ser citado aqui sdo os G8 e G10 que foram encontrados no Rio de Janeiro (SANTOS et
al., 1998). Outros gendétipos G e P estdo sendo apresentados em estudo realizados em outros
paises, como no Nepal, onde em estudo para caracterizacdo molecular do rotavirus em
amostras de fezes de criangas e adultos foram encontrados os genétipos G do tipo G11 e G12
e o gendtipo P[25], sendo que este tultimo foi encontrado como a combinagdo P[25]G11
(UCHIDA et al., 2006).

Os dados encontrados nesses estudos demonstram que muitos genotipos que
anteriormente eram tidos como restritos a animais, como G5, que sdo geralmente isolado em
porcos ou G6, G8 e G10 que, primeiramente, foram isolados em bovinos (LAIRD et al., 2003)
podem estar sendo transmitidos de animais para humanos, ou como virus inteiros ou como
reorganizacdo de segmentos de genes.

O fato do nimero elevado de amostras positivas para rotavirus humano apresentar
combinagdes com os gendtipos P ou G nio tipadas, demonstra que estudos, utilizando primers
para os gendtipos G e para os gendtipos P mais recentes, devem ser desenvolvidos, com o
intuito de se levantar qual a real epidemiologia molecular do rotavirus da regido.

A formacgdo de combinacdes de gendtipos P com gendtipos G estd representada na

tabela 6.
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Tabela 6

Combinagdes entre os genétipos G e P em amostras de fezes positivas para rotavirus humano

em Manaus, AM.

Combinacées de genétipos g e p em amostras positivas para rotavirus humano

VP4/VP7 G1 G2 G3 G9 G1-G3 | G1-G9 Nao Total
Tipadas

P[9] 1 1
P[4] 1 4 1 2 8
P[8] 5 3 2 1 4 5 20
P[6] 1 1
P[10] 1 1
P[4]-P[10] 2 2
P[4]-P[6] 1 1
Nao Tipadas 2 4 6
Total 7 8 2 3 1 5 14 40

As combinagdes entre os gendtipos G e P foram distribuidas conforme o més de sua
ocorréncia e foi possivel verificar que estas combinacdes aconteceram de maneira uniforme
durante todo o periodo da pesquisa, com excecdo da combinagcdo P[8]G1, que ocorreu
somente até fevereiro de 2006, periodo em que foi introduzida pelo PNI (Programa Nacional
de Imunizagdo), no Calendério Nacional de Vacinacdo uma vacina monovalente que confere
imunidade para a combinagdo bindria P[8]G1, outro fato que chama a atengdo é que nesta
mesma época (fevereiro de 2006) intensificaram-se os casos de P[4] em combina¢do com G1,
G2 e com misturas de G1+G3. A distribuicdo das combinacdes dos Genétipos G e dos
genotipos P distribuidos pelo més de ocorréncia pode ser verificada na tabela 7.

Este fato demonstra que com a saida de P[8] de circulacio pela introdug@o da vacina,
novas combinagdes bindrias com P[4]G1, que ndo sdo comumente encontradas, podem
assumir papel de destaque na epidemiologia das doencas diarréicas por rotavirus. Fato
semelhante a este foi observado por Gurgel em 2007, quando este estudava criancas vacinadas

e ndo vacinadas contra o rotavirus em Aracaji no estado de Sergipe, verificou que mesmo
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ap6s terem recebido a vacina contra rotavirus algumas criancas desenvolveram a doenca, o
autor observou que todas as criangas que foram vacinadas contra o virus e posteriormente
desenvolveram doenca diarréica por rotavirus, apresentaram a combinac¢ido P[4]G2 (GURGEL

et al., 2007).

Tabela 7

Combinagdes de gendtipos P e G em amostras de fezes coletadas de julho de 2004 a

dezembro de 2006, em Manaus, AM.

Mistura de genétipo P e G

Meés/ P[9] | Pl4] P[4] P[4] P[8] P[8] P[8] P[8] P[8] P[6] | P[10] | Total
Ano G2 G1 G2 Gl1- G1 G2 G3 G9 Gl1- Gl1- G1
G3 G9 G9

Nov/04 1
Dez/04 1
Mar/05 1
Mai/05 1
Set/05 1 2
Out/05 1
Nov/05 1
Dez/05 2
Fev/06 1 1 1 1
Mar/06 1
Abr/06 1
Jun/06 1
Out/06 1
Dez/06 1
Total 1 1 4 1 5 3 2 1 4 1 1
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4.2.1 Caracteristicas das amostras positivas para o genétipo G de rotavirus humanos

O gendtipo G foi analisado levando-se em consideracdo o sexo das criancas que
apresentaram amostras positivas para esse genotipo e percebeu-se que a positividade para

rotavirus entre o sexo masculino e feminino foi semelhante. Com excecdo do genédtipo G9 que
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foi encontrado em 4 amostras (8,5%) de criancas do sexo feminino e em 1 (2,1%) em criangas
do sexo masculino, os demais genétipos G foram encontrados em igual quantidade tanto em
criangas do sexo masculino quanto nas do sexo feminino. Estes dados mostram que o sexo da
crianga com doenga diarréica por rotavirus ndo influencia na positividade para os genotipos
G. A distribuicdo de gendtipos G pelo sexo das criangas com amostras positivas pode ser

verificada no grafico 13.
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Griafico 13 — Numero de amostras de fezes positivas para o gendtipo G conforme o sexo de

criangas de 1 a 36 meses em Manaus, AM.

A faixa etdria das criangas que tiveram amostras positivas para genotipo G também foi
avaliada e com isso pdde-se verificar que os maiores nimeros de casos ocorreram nas faixas
etarias de 6 a 12, onde ocorreram 14 casos (29,8%) e na de 12 a 18 meses, onde foram
encontrados 13 casos (27,7%), a faixa etaria de 0 a 6 meses apareceu na seqiiéncia com 7
amostras (14,9%). As faixas etdrias que indicam idade superior a 18 meses aparecem com
ndmeros que variam de 1 a 5 amostras.

Como ja era esperado, a maioria das amostras positivas para o genétipo G foi

encontrada em criancas com idade até 18 meses (72,4%). Fischer et al. (2005), avaliando as
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caracteristicas dos rotavirus em populacio da Dinamarca, verificou fato semelhante, neste
estudo foi constatado que 57% das amostras positivas para o gendtipo G eram de criangas
menores de 2 anos e outras 43% foram encontrados nas demais faixas etarias estudadas na
populacdo, que ia de 2 a maiores de 65 anos.

O numero de amostras positivas para o gendtipo G por faixa etdria pode ser
visualizado no grifico 14 e a distribui¢do dos gendtipos G pelas faixas etdrias podem ser

analisadas na tabela 8.
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Grifico 14 — Numero de amostras positivas para o gendtipo G em criancas de 1 a 36 meses

distribuidas por faixa etaria em Manaus, AM.

Foram avaliados os meses de ocorréncia dos casos de genotipo G e foi verificado que
0 maior nimero de casos aconteceu em agosto de 2004, onde aparecem 5 amostras positivas
(10,6%). Destacam-se, ainda, os meses marco de 2005 e fevereiro de 2006 com 4 casos cada
(8,5%), os demais meses apresentam entre 0 e 3 amostras, vale ressaltar que a ocorréncia de
casos caracteristicos do genétipo G1 aconteceram até marco de 2006, época que se iniciaram
as campanhas de vacinacdo contra rotavirus, voltando a acontecer em junho do mesmo ano

somente em misturas com G3.



75

As amostras com caracteristicas G2 apareceram em 1 amostra em 2004, voltando a
acontecer em setembro de 2005. Ja os casos de G9 apareceram em 2004 e 2005, voltando a
acontecer em mistura com Gl em 2006. Quanto as amostras que ndo apresentaram
caracteristicas de nenhum dos genétipos G pesquisados, percebeu-se que estas amostras foram
encontradas de outubro de 2004 a agosto de 2005, ressurgindo em mar¢co de 2006 até a
finalizacdo da coleta de dados para este estudo.

Fischer et al. (2000), estudando genétipos de rotavirus em criangas de Guiné-Bissau,
Africa, de janeiro de 1996 a marco de 1998, observou a ocorréncia de uma diversidade de
gendtipos, sendo que estes aconteceram com uma freqii€ncia que variava de ano para ano.
Com base nesse achado, a autora sugeriu na época, que um estudo para a avaliacdo de uma
vacina para determinada regido deveria ser estendido por vdarios anos, tendo em vista que os
genotipos podem surgir em periodos especificos.

A distribuicao dos genétipos G conforme o més de sua ocorréncia pode ser visualizado

na tabela 9.

Tabela 8

Amostras positivas para o gendtipo G em criancas de 1 a 36 meses, distribuidas pela faixa

etaria em Manaus, AM.

Genotipo G

Faixa G1 G2 G3 G9 G1-G3 G1-G9 Nao Total
Etéria Tipadas

0|--06 2 2 1 1 1 1 8
06|--12 1 1 3 9 14
12|--18 3 2 1 1 5 12
18|--24 1 1 1 1 4
24|--30 2 2 1 5
30|--36 1 1
36|--42 1 1 3
Total 7 8 2 5 1 6 18 47




Tabela 9

76

Distribuic¢do da ocorréncia de gendtipos G por més de ocorréncia em amostras de fezes

coletas em Manaus, AM, de Julho de 2004 a dezembro de 2006.

Genoétipo G

Més/Ano

G1

G2

G3

G9

G1-G3

G1-G9

Nao
Tipadas

Total

1

3

Nov/04

Dez/04

Fev/05

Mar/05

Abr/05

Ll IV LY Y A Y

bt [ | bt | |t |

Out/06

Dez/06

DO [t ot I [ (DIR[0 [ [ |t ot [ €0 ot ot |t [ [t [0 [N D = N[ DN

Total

18

B
J

Os casos positivos para o genétipo G foram distribuidos pelas zonas da cidade de

Manaus e pdde-se averiguar que o maior nimero de amostras positivas para o gendtipo foi

encontrado na zona leste da cidade, onde aconteceram 17 casos de gendtipo G (36,2%), outras

zonas da cidade que se destacaram foram as zonas oeste com 10 casos (21,3%) e a norte com

09 casos (19,1%). As zonas sul, centro-oeste e centro-sul da cidade aparecem com um nimero
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inferior de casos que variam de 2 a 6 casos. As amostras provenientes do interior do estado ou
de outros estados ndo apresentaram positividade para os genétipos G.

Apesar de um grande nimero de amostras terem sido encontradas na zona leste da
cidade, o estudo mostrou que os genétipos G foram encontrados de forma igualitiria em todas
as zonas da cidade.

Este fato evidencia o que € mostrado em estudos realizados dentro de um espaco
territorial limitado, ou seja, mostram que as diferencas na distribuicio de determinado
genotipo em localidades especificas como municipios e comunidades sdo minimas.

Em estudo realizado em Dhaka, Bangladesh, foram coletadas amostras de fezes de
criancas de regides distintas da cidade, essas regides foram especificadas como regides norte,
nordeste, noroeste e sudeste do municipio sendo que no estudo foram encontradas pequenas
variacdes na distribuicdo dos gendtipos G pelas regides chamadas pelo autor de sentinelas
(UNICOMB et al., 1999).

O ndmero de amostras positivas para o genétipo G e sua distribui¢do pelas zonas da

cidade de Manaus esta representado na tabela 10.

Tabela 10

Amostras positivas para o gendtipo G distribuidas pelas zonas da cidade de Manaus, AM.

Genétipos G

Zona G1 G2 G3 G9 G1-G3 G1-G9 Nao Total
Geografica Tipadas

Norte 2 1 1 2 3 9
Sul 2 1 3 6
Leste 1 4 2 3 2 5 17
QOeste 2 3 1 1 3 10
Centro-Oeste 1 2 3
Centro-Sul 2 2
Total 7 8 2 5 1 6 18 47
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Foi calculada a quantidade de episddios de diarréia por dia apresentadas pelas criangas
que tiveram suas amostras de fezes positivas para o genétipo G. Por este calculo, obteve-se
um total de 439 episddios de diarréia o que gerou uma média de 9,3 episddios de diarréia por
crianga por dia com um desvio padrio de 3.8 episddios/criancga/dia. Foi verificado que das 47
criangas com amostras positivas para o genétipo G, 27 criancas (57,4%) apresentaram entre
10 e 15 episddios de diarréia por dia e que a tnica crianga com caso positivo com misturas
dos gendtipos G1 e G3 apresentou 20 episddios de diarréia no dia. As outras duas criangas
com amostras positivas para o gen6tipo G3 apresentaram 10 e 12 episddios de diarréia por dia
Os demais genétipos apresentaram entre 2 e 15 episddios de diarréia por dia. Estes dados
podem ser verificados na tabela 11.

Além do nimero de episddios de diarréia, foi avaliado, ainda, o aspecto das fezes
dessa diarréia e notou-se que o relato de aspecto de fezes liquidas estava presente em 39 das
47 amostras positivas para o genotipo G (83%), as outras 8 amostras positivas ficaram
divididas entre 7 amostras com aspectos semi-liquido (17,9%) e uma onde houve o relato da
presenga de sangue (2,1%).

A distribuicdo pelos gendtipos G pelo aspecto das fezes mostrou que 100% das
amostras positivas para G1, G3 e G9 apresentaram fezes liquidas, nas 8 amostras positivas
para gendtipo G2, em 7 (87,5%) as maes ou responsaveis pelas criangas referiram que o
aspecto das fezes era liquido e uma (12,5%) referiu que a crianga apresentou fezes com
aspecto semi-liquido, a mistura dos genétipos G1-G9 também seguiram esse padrdo com 5
amostras com aspecto de fezes liquidas (83,3%) e uma com caracteristicas de fezes semi-
liquidas (16,7%). A unica amostra onde foi referida a presenca de sangue apresentou
negatividade para os genétipos G pesquisados.

A distribui¢do dos gendtipos G conforme o aspecto das fezes esta demonstrada na

tabela 12.
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Tabela 11

Distribui¢ao da quantidade de episédios de diarréia apresentados por criancas com amostras

positivas para o gendtipo G em Manaus, AM.

Genotipo G
Episédios de G1 G2 G3 GY G1-G3 G1-GY Nao Total
diarréia/dia Tipadas
2 1 1
3 1 1
4 1 2 3
5 1 4 5
6 1 1 1 1 4
7 1 1 2
8 1 2 3
10 1 1 2 3 6 13
12 1 2 1 1 2 7
14 2 2 4
15 2 1 3
20 1 1
Total 7 8 2 5 1 6 18 47

Tabela 12

Aspecto da amostra de fezes diarréicas positivas para o genétipo G apresentadas por criangas

de Manaus, AM.

Aspecto das Fezes em Amostras Positivas para Genétipo G

Aspecto/ Liquidas Semi- Pastosa Semi- Presenca Total
Genotipo G Liquidas Pastosa Sangue

G1 7 7
G2 7 1 8
G3 2 2
G9 5 5
G1-G3 1 1
G1-G9 5 1 6
Nao Tipadas 13 4 1 18
Total 39 7 0 0 1 47

Os principais sinais e sintomas caracteristicos da doenca diarréica por rotavirus que

foram apresentados pelas criangas com amostras positivas para o genétipo G foram avaliados
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e constatou-se que 6, das 7 criancas com amostras positivas para G1, apresentaram vOmito
(85,7%). Com exceg¢ao da mistura de gendtipos G1-G9 que apresentou a presenga de vomito
em 3 das 6 amostras positivas (50%), esse perfil seguiu em todos os outros gendtipos G, pois
relato de vomito aparece também em 6 das 7 amostras positivas para G2 (87,5%), em 14 das
18 negativas (77,8%) e em 100% das amostras G3, G9 e da mistura de G1-G3. O ntimero de
amostras onde ha referéncia de vOmito e as suas respectivas proporcdes estd distribuido no
Gréfico 15.

Quanto a desidratacdo, estes foram relatados pela maioria dos responsdveis por
criangas com amostras positivas para o gendtipo G. A desidratacdo esteve presente em 06
casos de genétipo G1 (85,7%), em 100% dos casos positivos para de G1-G3, em 5 dos 6 casos
de G1-G9 (83,6%) e em 7 casos positivos para o gendtipo G2 (87,5%). Nas criangas que
tiveram amostras negativas para os genotipos pesquisados a desidratacdo foi relatada em 14
casos (77,8%). Apenas no caso de G9 este sinal de doenca diarréica foi mais brando, e
mesmo, assim aconteceu em 3 das 5 criangas com amostras positivas para o genétipo (60%).
Estes dados podem ser visualizados no grafico 16.

As dores abdominais aparecem em grande parte das criangas com amostras positivas
para os gendtipos G, sendo que no gendtipo G1 e G3 a presenca de dor foi relatada pelos
responsaveis de 100% das criancas, ja na unica amostra da mistura G1-G3 ndo houve relato
de dor abdominal. Quando as amostras apresentaram negatividade para os genétipos G,
pesquisados em 7 amostras, havia relatos de dores abdominais (61,1%), a do nimero de
criangas que apresentaram este sintoma e que tiveram suas amostras positivas para o genotipo
G pode ser analisada no grafico 17.

A presenca de hipertermia também foi avaliada e esta avaliacdo mostrou que, com
exce¢do de G1, onde o sinal foi referido por 6 de 7 responsdveis por criangas com amostras

positivas para o gendtipo (85,7%), nas criancas com amostras positivas para os demais
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gendtipos G, houve semelhanca quanto a presenca ou ndo da hipertermia. Observou-se ainda
que nos genétipos G3 e na mistura de G1-G3 a presencga de hipertermia foi negada por 100%
dos responsaveis pelas criangas. O grifico 18 representa o nimero de criancas com amostras

positivas para o gendtipo G que apresentaram hipertermia.
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Griéfico 15 — Distribuicdo da presenca de vOmito em criangas com amostras positivas para o

gendtipo G em Manaus, AM.
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Grifico 16 — Distribuicdo da presenca de desidratagdo em criangas com amostras positivas

para o gendtipo G em Manaus, AM.
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Griafico 17 — Distribui¢do da presenca de dores abdominais em criancas com amostras

positivas para o genétipo G em Manaus, AM.
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Gréfico 18 — Distribui¢@o da presenca de hipertermia em criancas com amostras positivas para

o gendtipo G em Manaus, AM.

Foram avaliadas ainda as presencas de animais domésticos, como cdes e gatos e de
galinhas nas residéncias das criangas que tiveram amostras positivas para o gendtipo G,
principalmente para se verificar se havia relacdo entre a presenca destes animais e a

negatividade para os gen6tipos pesquisados.
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Nesta andlise, percebeu-se que em 25 das 47 amostras positivas para o genétipo G
(53,2%) a resposta a pergunta sobre a existéncia de animais domésticos foi negativa, 20
pessoas responsaveis pelas criangas afirmaram existir animais de estimacao na casa (42,5%) e
outras 2 ndo souberam responder a questdo (4,3%). A existéncia de animais domésticos na
residéncia de criangas que apresentaram amostras negativas para os genotipos G pesquisados
apareceram em 7 casos (38,9%) e em outros 11 casos (61,1%) a resposta foi negativa para a
questdo. A distribuicio dos gendtipos G e a existéncia ou ndo animais domésticos nas

residéncias de criangas com amostras positivas para o genétipo pode ser avaliado na tabela 13.

Tabela 13

Presenca de animais domésticos em residéncias de criancas com amostras de fezes positivas

para o gendtipo G.

Existéncia de animais domésticos em residéncia de criancas com

amostras positivas para os genétipos G
Genoétipos G Sim Nao Total
Gl 4 2 6
G2 5 3 8
G3 1 1 2
GY 1 3 4
G1-G3 0 1 1
G1-GY 2 4 6
Nao Tipadas 7 11 18
Total 20 25 45

Dos 20 casos positivos para o gendtipo G onde existiu a resposta afirmativa para a
existéncia de animais de estimacdo nas residéncias; em 19, o animal indicado foi o cdo (95%),
e em uma residéncia, foi relata a existéncia de gato (5%). Das 7 amostras que nio
apresentaram caracteristicas de nenhum dos genétipos G pesquisados e que foram constatadas

a presenga de animais domésticos na residéncia, em 6 (85,7%) esses animais eram cachorros e
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em uma amostra (14,2%) foi relatada a presenca de gatos. Este dado pode ser avaliado na
tabela 14.

Quanto a existéncia de galinhas nas residéncias de criangas com amostras positivas
para o genétipo G também foi avaliado e verificou-se que em 44 as 47 amostras positivas nao
foram citadas a existéncia desta espécie de ave na residéncia (93,6%).

Neste estudo foram encontradas 18 amostras que apesar de serem positivas para o
genotipo G ndo apresentaram caracteristicas de nenhum dos genétipos pesquisados.

Foi verificado se, nas casas onde essas amostras foram encontradas, existiam ou nao
animais domésticos e constatou-se que em 7 delas esses animais estavam presentes. Estudos
demonstram que a convivéncia com animais como cachorros e porcos pode resultar na
transferéncia de genes do virus de animais para humanos. Laird et al. (2003) detectou genes
VP7 originados de animais em criancas mexicanas, o autor relata que no caso das duas
criancas onde os genes foram encontrados, havia uma convivéncia dessas criancgas, com

cachorros e porcos.

Tabela 14

Presenca de animais domésticos divididos por espécies em residéncias de criancas com

amostras de fezes positivas para o genétipo G.

Espécies de animais existentes em residéncias de criancas com amostras de fezes positivas

para genétipo G
Gendétipos G Cachorro Gato Cachorro e Outros Total
gato
G1 4 0 0 0 4
G2 5 0 0 0 5
G3 1 0 0 0 1
G9 1 0 0 0 1
G1-G3 0 0 0 0 0
G1-G9 2 0 0 0 2
Nao Tipadas 6 1 0 0 7
Total 19 1 0 0 20
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4.2.2 Caracteristicas das amostras positivas para o genétipo P de rotavirus humano

Foi avaliado qual era o sexo das criangas que tiveram amostras de fezes positivas para
o gendtipo P, e verificou-se uma ligeira elevagcdo dos casos dos gendtipos P em criangas do
sexo feminino, pois do total de 68 amostras 39 (57,4%) eram do sexo feminino e 29 (42,6%)
eram do sexo masculino. No grafico 19, é possivel se verificar que o gendtipo P[4] foi
encontrado duas vezes mais em criangas do sexo feminino que em criangas do sexo
masculino, as amostras negativas para os genétipos P pesquisados, também apresentam esta
caracteristica, as amostras caracterizadas como P[8] apresenta uma ligeira elevacdo de casos
também em criancas do sexo feminino.

Fischer et al. (2005) em estudo para caracterizacio do rotavirus na Dinamarca
percebeu fato semelhante ao encontrado neste estudo, o autor verificou que 57% das amostras
positivas para os genétipos P e G foram encontradas em criangas de sexo masculino, porém

este dado nio foi citado pelo autor como relevante para o estudo.
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Grifico 19 — Numero de amostras de fezes positivas para o gendtipo P conforme o sexo de

criangas de 1 a 36 meses em Manaus, AM.
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A idade das criancas com amostras positivas para o gendtipo P foi analisada e
observou-se que a faixa etdria predominante foi a de 6 a 12 meses, com 23 casos (33,8%)
seguidos das faixas etarias de 12 a 18 e de 1 a 6 meses com 15 (22,1%) e 11 (16,2%) casos
respectivamente.

A maioria das criancas com amostras positivas para os gendtipos P concentrou-se nas
faixas etdrias de 0 a 18 meses (85,3%), sendo que das 45 amostras positivas para o gendtipo
P[8] 38 (84,4%) também foram encontradas nestas faixas etarias.

O nimero de amostras positivas por faixa etdria pode ser visualizado no gréfico 20 e a
distribuicdo dos gendtipos G pelas faixas etdrias podem ser analisada na tabela 15.

A distribuicdo das amostras positivas para o genétipo P conforme o més de ocorréncia
mostrou que o més com maior nimero de casos foi mar¢o de 2005, onde ocorreram 7 casos
positivos para o genétipo P, sendo que 6 foram caracterizados como P[8] e um ndo apresentou
caracteristicas de nenhum dos genétipos G pesquisados. Nos demais meses dos anos de 2004
a 2006 percebeu-se uma variacdo de 0 a 5 casos por més. Quanto a distribuicdo dos genétipos
P pelos meses de ocorréncia, observou-se que os 8 casos ndo tipados para os gendtipos P
pesquisados aconteceram até maio de 2005 e que o gendtipo P[8] foi encontrado até abril de
2006, época em que se iniciaram as campanhas de vacinagcdo contra o rotavirus no pais,
verificamos ainda que, nesse mesmo periodo do ano, comecaram a aparecer casos dos
genotipos P[4], P[6] e P[10] e ainda as misturas de P[4]-P[6] e P[4]-P[10].

O fato de casos do gendtipo P[4] intensificar-se a partir da época em que a vacina
contra rotavirus foi introduzida no Calendério Nacional de Vacinagéo, pode ser um indicativo
de que outros gendtipos possam vir substituir o gendtipo P[8], ao qual a vacina confere
imunidade. Um estudo realizado em Aracaji-Sergipe de novembro de 2006 a fevereiro de

2007, com criancas de até 12 meses que receberam a vacina contra rotavirus e foram
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atendidas com doenca diarréica, demonstrou que o gendtipo P[4] em combinagdo com o

genotipo G2 foi encontrado na maioria das amostras pesquisadas (GURGEL et al., 2007).

A distribuicdo do gendtipo P pelo més de ocorréncia pode ser visualizada na tabela 16.
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Griafico 20 — Numero de amostras positivas para o gendtipo P em criangas de 1 a 36 meses

distribuidas por faixa etaria em Manaus, AM.

Tabela 15

Numero de amostras positivas para o genétipo G em criangas de 01 a 36 meses, distribuidas

por faixa etdria em Manaus, AM.

Genotipo P
Faixa P[9] | P[4] | P[8] | P[6] | P[10] | P[4]-P[6] | P[4]-P[10] Nao Total
Etaria Tipadas
(meses)
01--06 1 0 10 0 0 0 0 0 11
06l--12 0 2 16 1 0 1 1 2 23
121--18 0 5 6 0 1 0 1 2 15
181--24 0 1 6 0 0 0 0 2 9
241--30 0 1 4 0 0 0 0 1 6
301--36 0 0 1 0 0 0 0 0 1
361--42 0 0 2 0 0 0 0 1 3
Total 1 9 45 1 1 1 2 8 68
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Tabela 16

Distribui¢do da ocorréncia de gendtipos P por més em amostras de fezes coletadas em

Manaus, AM, de julho de 2004 a dezembro de 2006.

Genoétipo P pelo més e ano de ocorréncia
Més/Ano | P[9] P[4] P[8] P[6] P[10] P[4]- P[4]- Nio Total
P[6] P[10] | tipadas
1
2

Nov/04
Dez/04
Jan/05
Fev/05
Mar/05
Abr/05
Mai/05
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Foram observadas quais as zonas da cidade de Manaus onde ocorreram os casos de
genotipos P e se verificou que na zona leste foram encontradas 26 amostras positivas para o
referido gendtipo (38,2%), os demais casos aconteceram na nas zonas oeste, onde apareceram
15 amostras positivas para o gendtipo (22,1%), norte com 12 casos (17,6%) e sul com 8 casos

(1,8%), as zonas centro oeste e centro sul aparecem com um nimero menor de amostra
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positivas. Quanto a distribui¢do dos genétipos P pelas zonas da cidade pode-se observar pela

tabela 17 que gendtipos P ficaram igualmente distribuidos em todas as zonas da cidade.

Tabela 17

Amostras positivas para o gendtipo P distribuidas pelas zonas da cidade de Manaus, AM.

Genotipos G

Zona P[9] | P[4] | P[8] | P[6] | P[10] | P[4]-P[6] | P[4]-P[10] Nao Total
Geografica Tipadas

Norte 10 1 1 12
Sul 1 4 1 1 1 8
Leste 1 5 17 1 1 1 26
QOeste 2 5 15
Centro-Oeste 1 1 2
Centro-Sul 4
Interior 1 1
Total 1 9 45 1 1 1 2 8 68

Foi avaliada a quantidade de episédios de diarréia por dia dos casos de criancas com
amostras positivas para o genétipo P e observou-se que as 68 criangas tiveram um total de 668
episddios de diarréia, com uma média de 9,8 episddios de diarréia por dia e desvio padrao de
3,8. Pode-se verificar que 28 das 68 criangas com amostras positivas para o gendtipo P
(41,2%) apresentaram entre 10 a 16 episddios de diarréia por dia. As criancas com amostras
positivas para o gendtipo P[4] apresentaram acima de seis episddios de diarréia dia, sendo que

uma crianga positiva para este genotipo chegou a apresentar 20 episodios de diarréia no dia.

Outro fato que se destaca é que a Unica crianca com amostra positiva do genétipo
P[10] isolado apresentou 14 episddios de diarréia no dia, quando este genotipo aconteceu em

mistura com P[4] o ndmero de episdédios também foi acima de 10 por dia.
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Nos estudos sobre a caracterizagdo molecular do rotavirus, que foram consultados, a
severidade da doenca diarréica por rotavirus ndo foi encontrado. Neste estudo parece ficar
demonstrado que criangas com amostras positivas para genétipos P, como P[4] e P[10] podem
apresentar um numero de episédios de diarréia superior a criangas com positividade para
outros gendtipos P; porém, o nimero pequeno de amostras para estes genotipos nio permite

que essa afirmativa seja conclusiva.

A distribui¢@o dos gendtipos P e a distribuicdo da quantidade de episddios de diarréia

por crianga por dia podem ser avaliadas na tabela 18.

Tabela 18

Distribui¢ao da quantidade de episédios de diarréia apresentados por criancas com amostras

positivas para o gendtipo P em Manaus, AM.

Genétipo P
Episédios de P[9] P[4] P[8] P[6] P[10] P[4]- P[4]- Nio Total
diarréia/dia P[6] P[10] Tipadas

2 1 1 2
3 1 1
4 3 1 1 5
5 1 1 2
6 2 3 5
7 3 3
8 1 3 1 5
9 1 1
10 3 12 1 1 1 18
11 1 1 2
12 9 1 10
13 1 1
14 2 2 1 5
15 5 1 6
16 1 1
20 1 1

Total 1 9 45 1 1 1 2 8 68
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Além da quantidade de episddios de diarréia por dia, foi avaliado também o aspecto
das fezes das 68 criancas positivas para o genétipo P e percebeu-se que 61 delas apresentaram
fezes de aspecto liquido (89,7%) e outras sete criangas (10,3%) apresentaram fezes semi-
liquidas.

A diarréia aquosa de aspecto gorduroso e cariter explosivo € uma caracteristica
comum da doenca diarréica por rotavirus (RIBEIRO, 2006). Neste estudo este aspecto de
fezes foi constatado tanto em amostras positivas para o rotavirus quanto em amostras
positivas para os gen6tipos G e P.

A distribui¢do individual dos genétipos P pelo aspecto das fezes pode ser avaliada na
tabela 19.

Tabela 19

Aspecto da amostra de fezes diarréicas positivas para o gendtipo P apresentadas por criangas

de Manaus, AM.

Aspecto das fezes em amostras positivas para genétipo P

Aspecto/ Liquidas Semi- Pastosa Semi- Total
Genétipo P Liquidas Pastosa

P[9] 1 1
P[4] 7 2 9
P[8] 43 2 45
P[6] 1 1
P[10] 1 1
P[4]-P[6] 1 1
P[4]-P[10] 2 2
Nao Tipadas 6 2 8
Total 61 7 0 0 68

Assim como nas amostras positivas para rotavirus e para o gendtipo G, foram
verificados quais sinais e sintomas da doenca diarréica que as criancas com amostras positivas
para o genétipo P apresentaram, e verificou-se que o vOmito esteve presente em 58 das 68
criangas com amostras positivas para o gendtipo (82,3%). Das 45 criancas com amostras

positivas para o gendtipo P[8], 39 criangas apresentaram vomito (86,7%) e 100% das criangas
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com amostras caracterizadas como P[9] e P[10] e das misturas P[4]-P[10] e P[4]-P[6]

apresentaram vOmito durante a doenca. A distribuicdo desse sinal pode ser verificada no

gréfico 21.
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Grifico 21 — Distribui¢do da presenca de vOmito em criancas com amostras positivas para o

gendtipo P em Manaus, AM.

Quanto a desidratagdo, esta foi referida por 57 (83,8%) responsdveis por criangas com
amostras positivas para o genétipo P. Conforme os dados apresentados no grafico 23, das 45
criangas com amostras positivas para P[8], ha relatos de desidratacdo por 41 dos responsaveis
(91,1%). Também se verificou que 100% das amostras caracterizadas como P[10] e a mistura
P[4]-P[10] apresentaram sinais de desidratacdo e ainda que das nove criangas com amostras
positivas para P[4] em sete havia este sinal (77,8%). Foi observado que as criangas com
amostras positivas para P[9] e P[6] e para a mistura P[4]-P[6] ndo apresentaram sinais de
desidratacdo. Estes dados podem ser avaliados no gréfico 22.

A presenca do sintoma dor abdominal na positividade para o genétipo P também foi

avaliada e percebe-se que das 68 criangas em 51 (75%), foi constatado o relato de dores
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abdominais. Foi observado que nas criancas com amostras positivas para P[8] houve relato
desse sintoma em 40 casos (88,9%). Verificou-se ainda que 100% das criangas com amostras
positivas para P[9] e P[6] e para a mistura P[4]-P[6] apresentaram o sintoma. Em 66,7% de
criangas positivas para o genotipo P[4] e 50% para a mistura dos genétipos P[4]-P[10] ndo
houve relato de dores abdominais. O grafico 23 mostra a distribui¢do do nimero de criangas
com amostras positivas para os genétipos P que apresentaram dores abdominais.

A presencga de Hipertermia foi outro sinal da doenga diarréica avaliado nas criangas
com amostras positivas para o Gendtipo P e se percebeu que a presenca deste sinal da doenga
aconteceu em menos de 50% das criangas positivas. As criangas com amostras positivas para
o gendétipo P[8] apresentaram padrao parecido com o aspecto geral encontrado, ou seja, das 45
criancas 23 (51,1%) nao apresentaram o sintoma.

A distribui¢do dos casos de hipertermia em criancas com amostras positivas para o

genotipo P pode ser visualizada no grafico 24.

Nimero de Amostras

P[9] P[4] P[8] P[6] P[10] P[4]-P[6] ‘ P[4]-P[10] ‘Nz'm ’Hpadas‘

O Sem Desidratacio
Genotipo P
@ Com Desidratacao

Griéfico 22 — Distribui¢do da presenca de desidratagdo em criangas com amostras positivas

para o gendtipo G em Manaus, AM.



94

40+
351
301
251
207
15+
10

Numero de Amostras

P[9] P[4] P[8] P[6] P[10] P[4]-P[6] P[4]-P[10] Nao
Tipadas

O Sem Dor Abdominal
E Com Dor Abdominal

Gengétipo P

Griafico 23 — Distribuicdo da presenca de dores abdominais em criangas com amostras de

fezes positivas para o genétipo P em Manaus, AM.
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Gréfico 24 — Distribuicao da presenca de hipertermia em criancas com amostras de fezes

positivas para o genétipo P em Manaus, AM
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Os sinais e sintomas da doenga por rotavirus ndo sdo especificos. Comumente a
doenca se inicia de forma abrupta com vOomito (geralmente precedendo a diarréia), febre alta
seguida de diarréia aquosa de aspecto gorduroso e cariter explosivo, podendo o quadro
evoluir para desidratacdo (RIBEIRO, 2006). Os sinais e sintomas apresentados pelas criancas
com amostras positivas para os gendtipos P sdo em sua maioria os mesmos apresentados pela
autora como a forma classica da doenga.

A existéncia de animais domésticos como cdes, gatos e galinhas na residéncia de
criangas com amostras positivas para o gendtipo P foram analisados, sendo que 65 dos 68
responsdveis por criangas responderam a questdo e percebe-se destas 65 amostras positivas
em 34 (52,3%) a resposta sobre a existéncia de animais foi afirmativa, das oito amostras
negativas para os genétipos P pesquisados, em quatro casos (50%) houve relatos da existéncia
de animais domésticos na residéncia. A distribuicdo dos gendtipos P pela existéncia ou ndo de
animais domésticos na residéncia pode ser verificada na tabela 20.

Quanto as, espécies dos 34 animais apresentados 28 eram cachorros (82,4%), outros
trés eram gatos e ainda em duas residéncias existia a presenga tanto de cachorros como de
gatos, também se pdde perceber uma amostra de P[8] onde havia uma outra espécie de animal
na residéncia que no estudo foi caracterizado como “outros”. Nas quatro residéncias onde foi
relatada a existéncia de animais e que apresentaram negatividade para os genétipos P
pesquisados os animais citado foram cachorros. A tabela 21 nos mostra a espécie de animais
relatados em residéncias de criangas com amostras positivas para o gendtipo P.

Quanto a existéncia de galinhas na residéncia das criangas com amostras positivas para
o gendtipo P pode-se perceber que em 58 (85,3%) das 68 residéncias onde foram encontradas
amostras positivas para o genétipo P, ndo havia relato da existéncia de galinhas no local. Nos
casos negativos para os gendtipos P pesquisados ndo havia nenhum com referéncia a

existéncia dessa espécie de ave na residéncia.
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Os gendtipos P mais prevalentes mundialmente sdo os P[4] e P[8] (SANTOS et al.,
2005), tendo sido estes gendtipos os mais encontrados neste estudo, porém alguns dos
genotipos caracterizados como P na primeira amplificacdo ndo apresentaram caracteristicas de
nenhum dos genétipos P pesquisados, podendo estes pertencer tanto a grupos ndo
pesquisados como a tipos pertencentes a animais. A presenca de misturas de gendtipos P
humano e animal foi constatada por Macedo et al. (2007), em criangas de Teresina no Piaui, a
autora constatou nesse estudo que 27,6% das criangas apresentavam amostras de genétipos P
com estas caracteristicas, porém nesse estudos ndo foram analisadas a convivéncia das
criangas positivas para este tipo de amostras com animais doméstico.

Os gendétipos de origem animal ndo foram alvo deste estudo, assim, ndo se pode
concluir que as amostras que nao foram caracterizadas para os genétipos P possam mesmo
pertencer ao grupo de gendtipos normalmente encontrados em animais, destarte, para chegar a
essa conclusdo, sdo necessarios estudos mais detalhados sobre o assunto, com a utilizagdo de

primers especificos para a caracterizagao de gendtipos animal.

Tabela 20
Presenca de animais domésticos em residéncias de criancas com amostras de fezes positivas

para o gendtipo P.

Existéncia de animais domésticos em residéncia de criancas com
amostras positivas para os genétipos P

Genétipo P Existéncia de Nao Existéncia Total
Animais de Animais

P[9] 1 0 1
P[4] 3 6 9
P[8] 23 20 43
P[6] 1 0 1
P[10] 1 0 1
P[4]-P[6] 0 1 1
P[4]-P[10] 1 1 2
Nao Tipadas 4 3 7
Total 34 31 65




Tabela 21

Presenca de animais domésticos divididos por espécies em residéncias de criangas com

amostras de fezes positivas para o gen6tipo P.

Animais existentes em residéncias de criancas com amostras de fezes positivas para genétipo P

Genotipo P Cachorro Gato Cachorro e Outros Total
gato
P[9] 1 0 0 0 1
P[4] 3 0 0 0 3
P[8] 17 3 2 1 23
P[6] 1 0 0 0 1
P[10] 1 0 0 0 1
P[4]-P[6] 0 0 0 0 0
P[4]-P[10] 1 0 0 0 1
Nao Tipadas 4 0 0 0 4
Total 28 3 2 1 34

97
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5. CONCLUSAO

5.1. A ocorréncia de rotavirus em amostras de fezes diarréicas de criangas de 1 a 36 meses

atendidas em prontos socorros infantis do municipio de Manaus, AM foi de 25%.

5.2. Pela genotipagem das amostras positivas para rotavirus humanos através do método de
RT-PCR, ficou constatado que 49,3% destas amostras pertenciam aos gendtipos P ou G
e que outras 50,1% ndo apresentavam caracteristicas de nenhum dos dois genotipos

pesquisados.

5.3. Os gendtipos G foram encontrados em 30,7% das amostras positivas para rotavirus
humano com predominéncia dos genétipos G2 (17%), seguidos de G1 (14,9%) e G9
(10,6%), os gendtipos G3 foram encontrados em 4,3% das amostras positivas. A mistura
dos genétipos G1-G9 foi encontrada em 12,8% das amostras e da mistura de G1-G3 em

2,1%.

5.4. Trinta e oito por cento das amostras positivas para o gendtipo G ndo apresentaram
caracteristicas de nenhum dos genétipos G pesquisados, indicando a possibilidade da

circulag@o de gendtipos G incomuns na regido.

5.5. Os gendtipos P foram encontrados em 44,7% das amostras positivas para rotavirus
humano, sendo que o gendtipo P[8] foi encontrado na grande maioria das amostras

(66,2%), ja o genétipo P[4] também aconteceu em 13,2% de amostras. Os genotipos
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P[9], P[6] e P[10] e as misturas dos genétipos P[4]-P[6] e P[4]-P[10] foram encontrados

em um numero reduzido de amostras.

As combinagdes dos genétipos P e G foram responsdveis por 53,3% das 152 amostras
positivas para rotavirus humanos, tendo sido encontradas as combinagdes mais
comumente encontradas mundialmente, como P[8]G1 (12,3%), P[4]G2 (10%), P[8]G3
(5%). Foram observadas também combinacdes consideradas incomuns, como P[9]G2
(2,5%), P[4]G1 (2,5%), P[8]GY (2,5%) e P[10]G1 (2,5%). A Combinagao P[8]G1G9 foi
encontrado em 10% das amostras e as combinagdes de P[6]G1-G9 e P[4]G1-G3 em

2,5% das amostras que apresentaram combinacdes dos gendtipos P e G.

Foi observado que 10% das combinagdes dos gendtipos P e G ndo apresentavam
caracteristicas nem dos genétipos P, nem dos gendtipos G pesquisados. Também se

verificou 12,5% de combinacdes de P[8] e 5% de P[4] com gendtipos G ndo tipados.

As combinagdes de P[8]G1 aconteceram até fevereiro de 2006, época da introdugdo da
vacina contra rotavirus no Calendario Nacional de Imunizacdo do PNI, sendo que na
mesma época se acentuaram os casos de P[4]G1 e P[4]G2, o que pode ser indicador da

possibilidade da circulacio de novos gendtipos apds a introducio da vacina.

Tanto criangas do sexo masculino quanto criancas do sexo feminino apresentaram
nimeros semelhantes de amostras positivas para rotavirus humano e para os genotipos

GeP.



100

5.10. As criangas com idade até 18 meses representaram 76,9% das amostras positivas para
rotavirus humanas, 72,4% dos positivos para os genétipos G e 85,3% das amostras para
os gendtipos P, o que indica que esta € a faixa etdria mais atingida pela doenca diarréica

pelo rotavirus.

5.11. Os casos de rotavirus humano, bem como das amostras positivas para os genotipos G e

P ocorreram de forma similar durante todo o periodo do estudo.

5.12. A maioria dos casos de rotavirus humano e de casos positivos para os gendétipos G e P

foram encontrados em criangas moradoras na zona leste da cidade de Manaus.

5.13. Tanto os genétipos G quanto os gendtipos P foram encontradas em todas as zonas de

Manaus, Am.

5.14. A média de episddios de diarréia por dia foi semelhante em criangas com amostras
positivas para rotavirus e criangas com amostras negativas para o patégeno, indicando
que a severidade da doenga diarréica por rotavirus, quando relacionadas ao nimero de

episodios de diarréia por dia, pode ser semelhante a outras doengas diarréicas.

5.15. As criangas com amostras positivas para o Genétipo G e para o genétipo P
apresentaram média de episddios de diarréia por dia de 9,3 e 9,8 episddios de diarréia

consecutivamente.
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5.16. As fezes de aspecto liquido foram encontradas em 86,2% amostras positivas para
rotavirus, em 83% das amostras positivas para o gendtipo G e em 89,7% das amostras

positivas para o genétipo P.

5.17. O vOmito, a desidratagdo e as dores abdominais estiveram presentes em um nimero
expressivos de criangas com amostras positivas para rotavirus, bem como em criangas
com amostras positivas para os genotipos G e P. Ja a hipertermia foi observada em

menos da metade dos casos positivos para a doenga.

5.18. Foi observada a existéncia de animais domésticos na residéncia de quase metade das
criangas com amostras positivas para o rotavirus. Em residéncias onde habitavam
criangas com amostras positivas para o genétipo G estes animais foram encontrados em
53, 2% e nas de criangas com amostras positivas para os genétipos P estes foram

encontrados em 50%.
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