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RESUMO

Os rotavirus humanos constituem uma das mais iaied causas de doenca diarréica em
criangas menores de cinco anos no mundo. Em 20Rfgrama Nacional de Imunizagéo do
Ministério da Saude introduziu uma vacina monoval@ontra o rotavirus visando a reducéo
da prevaléncia das rotaviroses. Com o objetivo etdiczar a ocorréncia de rotaviroses em
criangas de 0 a 12 meses vacinadas e ndo vaciagmhasdas nos pronto-socorros infantis do
municipio de Manaus no Amazonas, foram analisadaante 13 meses (maio/2007 a
maio/2008), um total de 294 amostras de fezeséitas coletadas de criangas atendidas em
prontos socorros infantis do municipio de Manawsta Enalise foi realizada pela detec¢édo do
genoma viral através das técnicas de EGPA (Elettrsédoem Gel de Poliacrilamida) e RT-
PCR (Reacédo da Polimerase em Cadeia com Transeripversa). Por meio do método da
EGPA pode-se observar uma positividade de 9,5%uaastras para rotavirus humano, sendo
gue destas amostras, 36% eram de criancas vacinadas rotavirus. Todas as amostras
positivas na EGPA para rotavirus humano foram #papelo método de RT-PCR com
utilizacdo de primers especificos para os gendtpd&l, G2, G3, G4 e G9) e genotipos P
(P[8], P[4], P[6], P[9] e P[10]). Pela tipagem fi¢tectado o gendtipo G em 42,9% das
amostras positivas para rotavirus com deteccdoaapdm genétipo G2 e o gendtipo P foi
detectado em 94% das amostras positivas para nugagbm aparecimento apenas do
gendtipo P[4]. As combinacdes dos gendtipos G epd#teaeram em 50% das amostras
positivas para G e P, sendo todas da combinacad4{sddi observado que 17% das
amostras positivas para o genoétipo G e 0,6% dastaasopositivas para o genétipo P néo
apresentaram caracteristicas de nenhum dos gemnddpe P pesquisados. O namero de
amostras positivas para rotavirus humano foi seangdhtanto em criancas do sexo masculino
guanto em criangas do sexo feminino, sendo quse astastras predominaram em criancas de
7 a 12 meses. As amostras positivas para rotawinmsano, assim como para 0os genétipos G e
P foram encontradas em todos os meses do estudog)aecao de agosto de 2007 e marcgo
de 2008. A vacinacao reduz a incidéncia de rotaviilumano em criangas que tomaram as
duas doses da vacina, porém a emergéncia do ger@2B[4] observada neste estudo pode
ndo estar associada a vacina.

Palavras chave: Doencga diarréica, Rotavirus, RT;R@RBina.
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ABSTRACT

Human rotavirus constitutes one of the most imparcauses of diarrheic disease in children
less than five years in the whole world. In 200& National Program of Immunization of
Health Minister introduced a monovalent vaccinei@gaotavirus objecting the reduction of
prevalence of rotaviruses. With the object of wan) the occurrence of genotypes of human
rotavirus in children of 0 the 12 months vaccinaed non vaccinated residents in the city of
Manaus in Amazon, had been analyzed during a yeay/007 — may/2008), a total of 294
feces diarrheic samples that had been colletedhittiren attended hospital of children in the
city of Manaus. This analyzes was carried throughthe detention of the viral genome
through the techniques of PAGE (Polyacrilamide Bletrophoresis) and RT-PCR (Reverse
transcription Polymerase Chain Reaction). Through PAGE method can be observed a
positivity of 9.5% of the human rotavirus samplesd of these samples 36% were of
vaccinated children against rotavirus. All of thespive samples of human rotavirus had been
typed by the method of RT-PCR with use of spegfieners for genotypes G (G1, G2, G3,
G4 and G9) and genotypes P (P[8], P[4], P[6], R[®[10]). By the typing, it was detected
genotype G in 42.9% of the positive samples foaviotis with detection only of genotype G2
and genotype P was detected in 94% of positive kmmpith detection only of P[4]. The
combinations of genotypes G and P appeared in 5a%e @ositive samples for G and P, and
all of these combinations were G2P[4]. It was obs@rthat 17% of the positive samples for
genotype G and 0,6% of the positive sample for ggreoP had not presented characteristics
for none of searched genotypes G and P. The nuailpasitive samples for human rotavirus
had been similar in such a way in children of thesauline sex how much in children of the
feminine sex, being that these samples had predaedrin children with age between 7 and
12 months. The positive samples of human rotashad been found in every months of had
lasted the study with exception of august of 200d march of 2008. The vaccination reduce
the human rotavirus incidence in children that heen take the two doses of vaccine,
perhaps the emergency of the genotype G2P[4] oddenvthis study could not be associated
to the vaccine.

Key-words: diarrheic disease, Rotavirus, RT-PCR;cvze.
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1. INTRODUCAO

1.1. A doenga diarréica

A doencga diarréica, também conhecida como gastitenté uma das doencas mais
comuns em criangas em todo o mundo. Em paiseswdgeos, assim como no Brasil, sua
importancia esta relacionada ao impacto da doeagrpulacdo, traduzido pelos seus danos
a saude, afetando o desenvolvimento infantil, bemoca sociedade pelos custos gerados
pela demanda aos servicos médicos, atendimento la@totil, pronto atendimento,
hospitalizagbes (custos diretos) e as perdas de ddatrabalhos, de escola, gastos com
medicamentos, transportes, etc. (custos indiretddjcionalmente, o conhecimento da
interacdo de diarréia persistente e ma nutricdooccawisa de mortalidade tem reforcado a
necessidade de desenvolvimento de programas deeng@o (VRANJAC, 2004).

A etiologia das diarréias pode envolver varios #segrcomo virus, bactérias e
parasitas, sendo virais as de maior relevanciaeapiaddgica, pois além de serem as
causadoras do maior nimero de casos de doencasiadiar podem também ocasionar os
casos com quadros clinicos severos, principalmguma@do associados a desnutricdo (CDC,
2006). A doenca diarréica aguda de origem virdjioa afeta criangas nos primeiros anos de
vida pode ser causada por diferentes tipos de,\w@nise eles os Norovirus, os Adenovirus,
Astrovirus e Rotavirus (MOYO et al., 2007).

Caracterizadas por inflamagdo no estbmago e nestimbs delgado e grosso, as
gastrenterites virais podem ser consideradas cofeccbes causadas por Varios tipos de
virus, dentre eles pode-se citar os CalicivirusAdsnovirus, os Norwalk, os Astrovirus e 0s
Rotavirus, sendo que, dentre esses, o0 rotaviresodhiecidamente o agente mais importante
associado as doencas diarréicas (CDC, 2006). Bstiiado a 30,0-50,0% dos casos de
diarréia grave e aproximadamente com um terco dapithlizacdes por diarréia, sendo

responsavel por 800.000 mortes em todo o mundo NIAL, 2004).
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1.2.Historico

O primeiro relato de diarréia aguda em humanosygwelmente causada por
rotavirus, foi realizado em 1943 por Light & Hodepud GIGLIO et al., 1992), que isolaram
um agente filtravel das fezes de criangas coméigaaguda, de quatro surtos em bercérios de
Baltimore e Washington nos Estados Unidos em 1&4GI(10 et al., 1992).

Em 1973, Ruth Bishop (apud GLASS, 2006), bidlogee qgstudava doencas
gastrintestinais no Hospital Real de Criancas, ewlbbdte, Australia, identificou pela
primeira vez o rotavirus analisando biopsias déddeduodenal de criangas com diarréia
aguda em microscoépio eletrdnico, e encontrou ufestiacdo de virus de formato circular nas
células epiteliais da parede do intestino (GLAS806). Na mesma década, Flewtt e
colaboradores (apud BREVIGLIERI, 1979), examinaedtrato de fezes diarréicas infantis
por microscopia eletrdnica, identificaram partisuldrais com capsidio de dupla camada e
com borda claramente definida (BREVIGLIERI, 1979).

Houve uma polémica inicial quanto ao nhome que dgwar dado ao novo virus, pois
Bishop e colaboradores (apud GIGLIO et al.,, 199esram o nome Orbivirus devido a
morfologia do virus. JA Flewett e colaboradoreauda@IGLIO et al.,, 1991) sugeriram
Rotavirus, termo derivado do latim “rota” que sfgpai roda, tendo como base o aspecto do
virus. Davidson e colaboradores (apud GIGLIO et 4P91) sugeriram Duovirus,
considerando o local onde o virus foi encontrada pemeira vez em humano, ou seja, na
mucosa do duodeno. Finalmente, em 1978, o comité&d@omia dos virus, no 4°. Congresso
Internacional de Virologia definiu o termo Rotawr(GIGLIO et al., 1991).

No Brasil, o primeiro registro de detec¢éo do vinideito em 1977, por Linhares et
al. (apud LINHARES, 2000), em estudos realizadoBetém — PA. Este estudo, utilizando a

microscopia eletrbnica, propiciou a deteccdo daviots em espécies fecais em 16% dos
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pacientes. Tais achados representaram o marcalidiei inGmeros outros estudos no pais

(LINHARES, 2000).

1.3.Rotavirose

A infeccdo por rotavirus se manifesta ap6s um geride incubacdo de até 48h e
permanece no organismo de trés a oito dias. Osipais sinais e sintomas da doenca sao
vomitos acompanhados de fezes liquidas ou semiddquO vomito é o primeiro sinal da
doenca a se manifestar e quase sempre vem acordpaddebre alta, na sequéncia surge a
diarréia e as dores abdominais (FERNANDES et @00}

Os rotavirus tém como sua principal forma de trassan a via fecal-oral e por serem
virus considerados relativamente resistentes asmfd@ntes comuns, podem manter sua
infecciosidade por varios meses entre a temperdtua°C e 20 °C. Acredita-se que pessoas
infectadas por rotavirus podem excretar até uhéilde particulas em 1 mL de fezes, e como
a carga viral necessaria para infectar o homem é&onhaixa (aproximadamente 10
particulas), a chance de surto da doenca, primgde em comunidades fechadas como

creches e bercgarios, pode ser bastante comum (BRIZBO5).

1.4. Caracteristicas Morfolégicas do Rotavirus
Os rotavirus sao particulas arredondadas de forneatgaédrico de 70 nm de
diametro, pertencentes a famikRaoviridae. Esses virus podem acometer seres humanos e

diversas espécies de animais domésticos e selvégReiSKS, 2005).
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Os Rotavirus sdo virus nao-envelopado e possuem tripla camada protéica
concéntrica que envolve seu genoma, o qual € campos 11 segmentos RNA de fita dupla
(dsRNA) que codificam 12 proteinas, estas sdo id@sdem seis proteinas estruturais (VP1-

VP4, VP6 e VP7) e seis ndo-estruturais (NSP1-N@RF)A, 2007).

RMA
1 VP4
VP1 Genotipos P4, P8, P8, P9 '
2 VP2 >
3 VP3 '
4 VP4
s NP1 VP2 J:I.
6 VPG -
T NSP3 VPG
8 NSP2 Grupos A-G
a VPT Subgrupos |y |l
e
10 NSP4 (enterotoxina) VP7
1 NSP5S Serotipos G1. G2, G3, G4. G

Figura 1- Estruturé do rotavirus Adaptado de ESTES, 19).

O capsidio interno (camada intermediaria) € caridtt pela proteina VP6 e seu
antigeno é usado para caracterizar sete difergnipss de rotavirus de A a G. No grupo A, a
mesma proteina caracteriza quatro subgrupos: Iklll,e Naol-Naoll. O capsideo externo é
composto pelas proteinas VP4 e VP7 que formamedmsistema de classificacdo para os
tipos P (VP4) e G (VP7). A proteina VP7 apresendatigeno de neutralizagédo principal que
€ caracterizado por sorologia e técnicas moleaild@tialmente, sdo conhecidos 15 sorotipos
G com uma boa correlagdo entre sorologia e asif@lagdes do genoma. A proteina VP4
também apresenta o antigeno de neutralizacdo, paréom correlagdo entre sorologia e as

classificagBes de genoma sdo mais dificeis. Atémemto, sdo conhecidos 15 sorotipos e 27
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gendtipos P (MUNFORD et al., 2007). O sorotipo eZebe a designacdo G por ser uma
glicoproteina, sendo o sorotipo e 0 gendétipo egmePor um Unico elemento (ex. G1). O
sorotipo VP4 recebe a designacdo P por ser sersiwaltease e é expresso por numeros e,
em alguns casos, por letras, sendo o0 gendétipo rdekig entre colchetes (ex. P1A[8])
(COLUCHI et al., 2002).

A maioria dos sorotipos de G e P é compartilhadeedmumanos e animais, porém,
somente 10 dos 15 sorotipos G (G1, G2, G3, G4, &H, G8, G9, G10 e G12) e nove
sorotipos P (P1A, P1B, P2A, P3A, P3B, P4, P5A, P& &) foram encontrados em humanos
(COLUCHI et al., 2002). Dentre os sorotipos G, de &G4 sao os mais frequentemente
encontrados em todo o mundo e para os quais asagaestdo sendo desenvolvidas (CDC,
2006) e os genotipos P (P[1], P[3], P[6], P[8],]PFE11] e P[14]) s&o, também conhecidos,

por causarem infeccdo em humanos (BANYAI et al0430

1.5. Epidemiologia

Anualmente estima-se a ocorréncia mundial de amrdamente 130 milhdes de
casos de diarréia provocada pelo rotavirus, termmnocconseqtiéncia 500 mil mortes de
criancas abaixo de cinco anos. Acredita-se que,pai®ves subdesenvolvidos, bem como
naqueles em desenvolvimento, 1.200 criancas modiamamente da doenca (VRANJAC,
2004). A figura 2 representa a distribuicdo glat@bbitos causados por rotavirus, segundo o

Centers of Disease Control (2006).
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Figura 2- Distribuicdo global estimada de 6bitos por rotav§GDC, 2006

Somente no Brasil dados do MDDA/MS mostram que ritera ano de 2004 foram
notificados em todo territério nacional aproxima@abe 2.400.000 casos da rotavirose (MS,
2006).

Nas regifes de clima temperado verificou-se qudiaséias por rotavirus ocorrem
mais freqientemente durante os meses de invergqoaeto que naquelas tropicais nao se
configura um tipico perfil sazonal (KAPIKIAN; CHANCK, 1990).

A maioria dos estudos epidemioldgicos encontrado®Brasil foram realizados no
norte e no sudeste do pais, assim os dados equesle outras regides como sul e nordeste
s80 escassos, porém os estudos existentes moakasnque variam de 12 a 42% de doenca
diarréica por rotavirus em periodo anterior & imggledo da vacina (LUZ et al., 2005).

Estes estudos sdo as Unicas fontes de conhecis@wm®a doenca no Brasil, pois ndo
h& dados gerados por 6rgdos governamentais quanpess considerados oficiais, sobre a

morbidade e a mortalidade de criancas por rotguvirggie existe sdo dados relativos a 6bitos
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e internacBes por doenca diarréica em menoresnde anos, que séo relacionadas a doenca
diarréica por rotavirus (CARMO, 2006).

Com o intuito de minimizar a situacdo acima citaaléecretaria de Vigilancia em
Saude do Ministério da Saude, em 2005, contemplasdginco regibes do pais, implantou
em sete municipios: Marituba — Par4, Ceara-MiriRie-Grande do Norte, Salvador — Bahia,
Dourados — Mato Grosso do Sul, Cachoeiro do Itafemt Espirito Santo, Lages — Santa
Catarina e Paranagua — Parana um projeto que teobjeiivo avaliar o impacto da doenca
causada por esses patdgenos no pais (MINISTERIGAUDE, 2005).

Na regido amazobnica, os estudos sobre rotavirciariam em 1977, na mesma época
da descoberta deste patbgeno em ambito nacion@dsti do qual se procurou avaliar a
magnitude epidemiolégica do problema na regido HARES et al., 1994), sendo que 0s
estudos realizados na década de 90 na regido desmargue os casos de doenga diarréica
por rotavirus variaram entre 18,4% em Belém do RAMHARES et al., 1994) e 46% em
Manaus no Amazonas (ROCHA, 2003).

No estado do Amazonas, as informacgdes relativaseagd se concentram na capital,
Manaus, em estudos que ocorrem desde a década dead@o foi detectada a presenca de
rotavirus em 41,1% das amostras de material feeatréangcas menores de cinco anos
residentes no municipio de Manaus (COIRO et al8319Costa e colaboradores (1997),
estudando os gendétipos P e G dos rotavirus hunmanoslade de Manaus, encontraram uma
positividade para rotavirus de 31%.

No mesmo municipio, Rocha (2003) em sua pesquisiisdertacdo de mestrado sobre
0s aspectos epidemioldgicos e clinicos da doengdisau pelo mesmo método de Costa, 380

amostras fecais, encontrando 46% das amostrag/pegiara rotavirus.
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1.6.Patogenia

Os Rotavirus infectam o hospedeiro (susceptivedvé@s de um comunicante que apés
0 contato com o rotavirus (bioagente) passa a isepartador (reservatorio), que podera
apresentar sinais e sintomas da doenga ou ser aadpoassintomético. Com a eliminagéo
do bioagente (porta de saida) pelo portador, mas&m cadeia de transmissdao de modo
indireto por meio de méos, fémites, agua ou alimegbntaminados (modo de transmisséao).
O contato oral (porta de entrada) com o bioageeke grianca (susceptivel) reinicia a cadeia
de transmisséo, e esta crian¢a se torna um comtgid@ periodo de incubag¢do da doenca
varia de um a trés dias e a transmissibilidadeaseoth a maxima excrecdo nas fezes entre o
primeiro e o quarto dia do inicio dos sintomas,époios virus ja estdo presentes nas fezes
desde o inicio das manifestacdes clinicas e até 1D dias apds o término. Na figura 3 é

demonstrada a cadeia de transmisséo do rotavilB&I(RO, 2006).

Comunicante

o 17
Novo = Porta de entrac
Hospedeirc Via Oral
Bioagente Modo de
Rotaviru: Transmissa

Reservatori = Porta de said 5;
Via Intestina

Figura 3—- Cadeia de transmisséo predominante na rotavirosdifighdo de RIBEIRO, 200¢
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Os mecanismos de acao patogénica do rotavirusaodoesn definidos. Sabe-se que a
sua replicacao acontece principalmente na muc@saajenas células epiteliais maduras onde
a absorcao do virus acontece (FERNANDES et alQ)200

ApGs ultrapassarem as barreiras de defesa dogatdntestinal, as proteinas VP4 séo
entdo, fracionadas pelas enzimas pancreaticasinmipu elastina em duas proteinas menores,
as VP5 e VP8. Apos este fracionamento da VP4,us ddere as células do epitélio intestinal,
ocasionando a multiplicagdo do virus nas célulatelgps maduras das vilosidades do
intestino delgado, a infec¢do progride entdo destimo delgado proximal para o distal. Até
pouco tempo acreditava-se que poderia haver leadi@élulas superficiais da mucosa, sem
alteracdo inflamatéria na lamina propria, nas @ata Peyer, ou invasdo de outros Orgaos.
Entretanto, recentemente detectou-se ARN do viousangue e em alguns 0rgaos de criangas
gue tiveram infec¢do grave por rotavirus (BRICK&)S).

Apos a infeccdo dos enterdcitos pelas particulassy observa-se reducdo da Na/K
ATPase, responsavel pelo processo de absorcatriatet Nd acoplado a glicose, havendo
reducdo da absorcdo deste assim como da agua.v€@is dé AMP ciclico se mantém
inalterados, dai excluir-se o0 mecanismo secrettwi@ontexto fisiopatolégico das diarréias
por rotavirus. Ha também reducédo da atividade meras dissacaridases, principalmente da
lactase, comprometendo o desdobramento dos digdemare sua absor¢édo, promovendo um
aumento da osmolaridade do limen intestinal, e erpirentemente, aumento do afluxo de
agua e eletrdlitos ao nivel do intestino delgadio. & aglcar ndo absorvido pode sofrer acédo
de bactérias que colonizam as por¢cbes mais dadaistestino, resultando na eliminacéo de
fezes com pH &cido, resultando na diarréia de eatuosmética (PEREIRA et al., 1994). Isto
pode determinar um aumento na secrec¢do de age#r@iels no limen intestinal, causando
diarréia com desequilibrio hidroeletrolitico, cay@t esta, que pode levar a morte

(FERNANDES, 2000). O ciclo viral nos enterécitosdatistrado na figura 4.
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Até 0 momento existem poucos estudos sobre a agf@gémica dos rotavirus em
seres humanos, mas a proteina ndo estrutural N8Bdepdesempenhar um papel importante
no desencadeamento da diarréia. Em animais infectaor rotavirus experimentalmente, a
NSP4 (Not Structural Protein) atua de forma senmdé¢ha enterotoxina deéscherichia coli,
disparando um sinal de transducéo que leva ao @aardercélcio intercelular e a excrecdo do

cloro (BRICKS, 2005).

1.7.Manifestac6es Clinicas

As principais manifestacdes clinicas sdo vomitesréia aquosa e febre. Geralmente
0s vOmitos sdo mais intensos e mais duradourosgsiediarréias agudas provocadas por
outros patdgenos. Estudos mostram uma média ddidgsale duracdo da émese quando ha
positividade para rotavirus contra 0,9 dias quahdonegatividade do mesmo. (GIGLIO,
1991).

A diarréia geralmente é aquosa, tem carater expleem contedudo de sangue ou pus
ocorrendo muco em 25% dos casos. Pode ser baptafileda podendo levar a desidratacéo
e conseqiente aumento da mortalidade. A durac@oi&vel, 4 a 8 dias, podendo tornar-se
protraida mesmo em individuos imunocompetentesifiséeise que aproximadamente 50%
das criancas internadas por infeccdo diarréicarg@virus apresentam desidratacdo te 2
grau, que podem durar de quatro a oito dias. Nanemt a febre precede o inicio da diarréia
em 30 a 50%, podendo variar de ®8a 42C com uma média de duracdo de 2 a 3 dias
(GIGLIO, 1991; LINHARES et al., 1997).

A avaliacdo do nivel de desidratacdo € essenaialgobrevida do individuo. Criangas
na categoria de desidratacdo grave estdo geralnaeidéticas e requerem intervengao
imediata. Clinicamente, estas criangcas podem amagsdetargia ou sinais de choque

(SONNEN; HENRY, 2004).
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Em pacientes imunocomprometidos, os rotavirus mpadiesencadear quadros clinicos
severos com acometimento de outros 6rgaos comg fijaxlo e sistema nervoso central

(BRICKS, 2005).

1.8. Diagnéstico clinico e laboratorial

O diagnostico da doenca diarréica por rotavirusage&do na histéria e no exame
fisico e os critérios de diagndstico diferencialela sempre ser considerados. Em regides de
clima temperado, as doencas diarréicas agudasdaam criancas nas estacdes mais frias e
secas do ano devem sempre incluir rotavirus; jaemgibes tropicais, este diagndstico nao
deve ser utilizado, tendo em vista que a sazomdida virus é constante em todos 0os meses
do ano. Outro diagndstico diferencial € o aspeatfdzes, pois quando apresentarem sangue
devem ser considerados agentes bacterianos &gela sp., E. coli, Salmonella sp.,
Yersinia sp. eCampylobacter sp. (SONNEN; HENRY, 2004).

Apesar da importancia da avaliacdo das caractasstiinicas da doenca diarréica por
rotavirus o seu diagnéstico somente sera defingd geteccdo da particula do virus nas fezes
(RIBEIRO, 2006).

Um dos métodos de diagndstico utilizados na detedggarticulas do virus em fezes
séo as técnicas de microscopia eletrdnica e a imienascopia, porém, sua aplicabilidade é
restrita a centros diferenciados de pesquisa fimntdevido a aparelhagem de alto custo e
limitagbes de ordem operacional (LINHARES et 8917).

Por este motivo as pesquisas cientificas evoluganouve o surgimento de outros
métodos como imunofluorescéncia em mucosa duodenahoeletroosmoforese, contra-
imunoeletroosmoforese, precipitagdo fluorescenteletrodorese do ARN viral,

imunofluorescéncia em fezes, radioimunoensaio exdrensaio enzimatico. Algumas dessas
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técnicas se mostraram menos sensiveis que a nupiaseletronica sendo pouco utilizadas
para fins de diagndstico (GIGLIO et al., 1991).

Técnicas de diagnostico rapido e sensiveis na c¢hreaos antigenos virais
mostraram-se promissoras, como por exemplo, o E(EB#&yme - Linked - imunosorbent
Assay) (GIGLIO et al.; 1991) e o APL (Aglutinacam éParticulas de Léatex). Esta ultima
oferece boa sensibilidade e é muito Util para seste triagem por ser rapida e de facil
execucdo sendo, atualmente, o mais recomendadoospitdis pediatricos (SILVEIRA,
2005).

Para deteccdo do genoma viral pode-se utilizar /A& GEletrofore em gel de
policrilamida), a RT-PCR (Reagdo em Cadeia da Rwolse associada a reacdo da
transcriptase reversa) e a hibridacdo de &acidoéimaclcombinado com “norten blot”
(LINHARES et al., 1997; ROCHA, 2003).

A EGPA é uma técnica que apresenta sensibilidaderdem de 97,14% quando
comparada ao ensaio imunoenzimatico. Dada a syaicmhade, a eletroforese em gel de
poliacrilamida permite um diagnéstico etiolégicpidi do quadro diarréico, tornando, assim,
possivel interromper a medicacdo antibidtica ingt# frente a uma suspeita de diarréia
bacteriana. Constitui-se, ainda, em instrumentodétivigilancia epidemiologica, permitindo
definir surtos epidémicos ocasionados por difegertipos eletroforéticos de rotavirus,
caracterizar sua origem e acompanhar sua evol@@8TA et al., 1990a).

A RT-PCR é utilizada para identificacdo da sucesd@mucleotideos comuns aos
gendtipos P e G. Os genotipos sdo identificadoa pgéerenca no peso molecular dos
fragmentos de ADN (acido desoxirribonucléico) dimselos na presenca de iniciadores
especificos para cada gendtipo e, posteriormesveseparados por meio da eletroforese em

gel de agarose (GOUVEA et al., 1990).
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E possivel, também, realizar o diagnéstico do fotavatravés da cultura do virus

(ROCHA, 2003).

1.9. Tratamento

O tratamento é o mesmo instituido para as doerigagidas agudas. E importante a
reidratacdo oral e/ou parenteral (quando a repmsiedluidos e eletrolitos ndo for suficiente),
para evitar as complicacdes (desidratacdo graiglelnos hidreletroliticos) (MS, 2005).

O uso de antimicrobianos e antidiarréicos naaémendado e deve-se manter a dieta
habitual do doente. As formulas lacteas devem ieidds em curto periodo de tempo, para
ndo agravar o estado nutricional, ou de casos sessros que cursam com intolerancia a
lactose (sinais clinicos e laboratoriais evidentdsye-se preferir féormulas isentas desse
dissacarideo (LINHARES et al., 1997).

Pacientes com desidratacdo grave devem recelrategido parenteral imediata e
deve-se manter monitorizagdo constante do seu cedtathodinamico. Pacientes que
apresentem hipo ou hipernatremia (“natremia” - Tder s6dio no sangue) devem ser
reidratados lentamente devido ao déficit de dgue 6 sodio (SONNEN; HENRY, 2004).

As rotaviroses geralmente evoluem para a cura &&pes (MS, 2005).

1.10. Imunidade

As informacdes relativas a resposta imune nas g por rotavirus referente a
prevaléncia de anticorpos e a dindmica de aquisdz@idmunidade ainda sdo limitadas
(LINHARES, 2000), embora se acredite que até 4-6sai0% das criangas adquiriram
imunidade natural para a doenca (KALE, 2004).

Os resultados disponiveis, presentemente, assingleanno curso de uma infeccéo

primaria, as imunoglobulinas da classe IgM aparepsnocemente, sendo detectadas ja na
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fase aguda da doenca. As imunoglobulinas IgG e &Aergem subsequentemente,
alcancando niveis elevados de concentracdo s@isa2aa 4 semanas do inicio da infeccao; a
primeira se estabelece em niveis relativamenteiestaios por um longo periodo, enquanto
gue a segunda tende a declinar gradativamente (D8WN et al., 1977)

Estudos recentes mostram que as rotaviroses induzensecrecao de IgA pela mucosa
intestinal, que por razbes desconhecidas, ndosparsina circulacdo. Crescentes titulos
séricos de IgG rotavirus-especifica, IgG e IgA sambém observadas apds infeccéo.
Algumas das IgAs séricas apresentam um componeatetsr sugerindo que este é derivado
do intestino. Isto pode explicar porque os nivadsices de IgA rotavirus-especificas
proporcionam uma eficaz prote¢do contra doenca BIN& al., 2007).

A sorotipo-especificidade da resposta imune nascqifes naturais € definida pelas
proteinas VP4 e VP7 e, nesse sentido, foram prddsiziacinas que incorporam sorotipos e
genotipos dor rotavirus humanos considerados mmguertantes (RAMACHANDRAN et al.,
1998). Entretanto, o carater heterotipico na imashedpor rotavirus tem sido demonstrado
amplamente (LOURENCO et al., 1981). Por essa razfiee, nas reinfec¢des, em geral estdo
envolvidos sorotipos diversos. Nesse sentido, @afiatizar recomendagdes da OMS, no
sentido de que uma vacina contra o0 agente em quésta, necessariamente, proteger contra
0S quatro sorotipos epidemiologicamente importantes

O papel protetor do leite materno tem sido sustienper alguns autores. A IgA lactea,
resistente a acéo proteolitica das enzimas inggstiaxerceria agdo neutralizante viral a nivel
de mucosa intestinal. A esse fator imune se asgtiZomponentes com atividade antiviral

definida como alfa-1-antitripsina e certos lipidédsYASHREE et al., 1988).
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1.11.Vacina contra rotavirus

As vacinas contra rotavirus vém sendo testada®e de3®B, quando Francis André da
atual GlaxoSmithKline, desenvolveu na Bélgica unaaina (RotaShield®) monovalente
produzida com uma cepa bovina. Esta vacina foiaddi do mercado em 1999, apds ser
detectada uma associacao entre a sua utilizacho t@a raro de interssuscepg¢éao intestinal
(GLASS, 2006).

Com a retirada da RotaShield do comércio mundisl,ingustrias farmacéuticas
retomaram trabalhos com o intuito de desenvolveasi@acinas contra o rotavirus. Assim, a
propria GlaxoSmithKline lancou, em 2004, a nivelnaial, a RotaRix®, vacina que foi
testada principalmente na América Latina. Esta @& uatina monovalente, elaborada com
virus humano atenuado e confere protecdo contranico sorotipo que é o G1(P8) da cepa
RIX4414 (MS, 2006).

Estudos foram realizados na América Latina e Eumpamprovaram a eficacia da
RotaRix® na prevencdo da doenca diarréica sev@reofavirus e, com base nesses estudos,
a vacina foi introduzida no PNI/MS (Programa Naalotle Imunizagdo) em marco de 2006,
com administracdo de duas doses com intervalo gengleses entre a primeira e a segunda
(GURGEL et al., 2007).

Outras vacinas vém sendo desenvolvidas, como mn@g, a vacina pentavalente
RotaTeq® com cinco cepas humanas e bovinas reagspalesenvolvida pela
MerksharpDome, que pode conferir prote¢éo conti@e® cepas humanas mais comuns do
rotavirus, porém, a industria concentrou a suailolistdo somente nos EUA (Figura 4). No
Brasil, o Instituto Butantd em Séo Paulo esta elimo uma vacina pentavalente, com foco
nos sorotipos mais comuns no Brasil. Além da vartagle fornecer um produto mais

especifico para a realidade nacional, o InstituttaBta tem como meta a reduc¢édo dos custos,
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visto que para cada dose da vacina RotaRix® gastets dblares, enquanto que a produzida

no Brasil deveré custar por volta de um délar (GEA3006).

a Rotarix b RotaTeq

WS-G5
WIS % W)

Figure 4 — A vacina monovalente (RotaRix) e a vacina pentanaléRdaTeq) (ANGEL e
al., 2007).

Segundo o CDC (2006) as vacinas contra rotavirdemaliminuir consideravelmente
0s casos severos de diarréia por rotavirus em t¢odeundo, principalmente em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento, porém, psctss epidemioldgicos da doenca,
bem como a propria utilizacdo de uma vacina coatraesma, sdo merecedores de estudos

gue possam melhor direcionar as medidas de prevencantrole dessa patologia.

1.12.Prevencgao e controle
Prevalece amplo consenso de que o efetivo cordeslegastrenterites por rotavirus se
condiciona ao advento de uma vacina eficaz paraasente ao longo do primeiro semestre

de vida (BREESEt al., 1999). Tal assercao se fundamenta na singuitridae permeia a



31

epidemiologia das infec¢des por esses virus, evidéa pelo fato de as taxas de incidéncia
da doenca nos paises desenvolvidos e naqueles sanvdé&zimento serem comparaveis.

Deduz-se, por conseguinte, que eventuais interesnpd esfera da saude publica, como o
acesso amplo a agua potavel e a implementacédo diedasevisando ao saneamento bésico,
resultardo em impacto inexpressivo no que concarmmrbidade associada as diarréias por

rotavirus (BRESEE et al., 1999).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar a ocorréncia de doencas diarréicas powviats em criancas de 0 a 12 meses
atendidas em pronto-socorros infantis do munic@i@dvianaus - AM por um periodo de 13

meses, entre 2007 e 2008.

2.2 Especificos

2.2.1. Verificar a ocorréncia de infeccéo diarré@oa criancas de 0 a 12 meses atendidas em
Prontos Socorros infantis do municipio de Manawsrgaeberam e que ndo receberam vacina
contra rotavirus;

2.2.2. Determinar os sorogrupos das amostras yassifiara rotavirus na EGPA por meio da

Reacdo em Cadeia da Polimerase.
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3. METODOLOGIA

3.1. Modelo de Estudo

Para avaliagdo da ocorréncia de infec¢gBes diag@oarotavirus em criancas de 0 a 12
meses de idade atendidas nos pronto-socorros dacipiande Manaus, optou-se por um
estudo prospectivo, ndo probabilistico causal pmogdo para 13 meses de duracao,

compreendido entre os meses de maio/2007 a ma&/200

3.2. Universo de Estudo
3.2.1. Participantes

Criangas de 0 a 12 meses de idade, domiciliadagl@mus-AM, de ambos 0S sexos,
com diarréia aguda, hospitalizadas nos HPSC ZohaPSC da Zona Leste e HPSC Zona

Oeste.

3.2.2. Amostras
Fezes diarréicas liquidas ou semi-liquidas de camrde O a 12 meses de idade
hospitalizadas nos HPSC Zona Sul, PSC da Zona kddfeSC Zona Oeste do municipio de

Manaus-AM.

3.2.3. Critérios de Incluséo e/ou excluséo
Serdo incluidas na pesquisa as criangas que perar@hseguintes critérios:
e Criancas de ambos 0s sexos na faixa etaria de20nae$es com diarréia aguda (trés
ou mais episddios) com duracdo de 7 a 10 diasyeldoionada a outras patologias
como intoxicacao alimentar ou infecgao hospitalar.

e Criangas hospitalizadas no HPSC Zona Sul, HPSC Fesi® e HPSC Zona Oeste;
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e Criangas que ndo tenham feito uso de antimicrobiang Gltimos sete dias;
e Criangas que néo estejam em fase inicial de mudangso de leite.

Serdo excluidas da pesquisa as criancas que peeenths seguintes critérios:
e Criancas com infeccdo diarréica por intoxicacametitar;

e Criancas com infeccdo diarréica com idade superibt meses e 29 dias;

e Criangcas com 72h de internacao hospitalar;

e Criancas de origem indigena.

3.3. Coleta das amostras fecais

As coletas das amostras fecais tiveram inicio eno @ 2007 apds a aprovacao do
projeto pelo CEP-INPA (Comité de Etica em Pesquidastituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia), N. 236/2003 para avaliacdo da epidemialanolecular das infec¢cdes por
rotavirus na populacéo infantil da cidade de MatfeMsapods a introducdo da vacina no
PNI/MS (Programa Nacional de Imunizacdo do Ministéia Saude) em 2006, e terminaram
em maio de 2008, compondo um total de 294 amostitatadas.

As amostras de fezes foram coletadas diariamenteridngcas do sexo masculino e
feminino, na faixa etéria de 0 a 12 meses, comrguelthico de infec¢cdo diarréica, atendidas
nos prontos socorros HPSC (Hospital e Pronto Soatar Crianga) Zona Sul, HPSC Zona
Leste e HPSC Zona Oeste situados no municipio deida AM.

Por ocasido da coleta, os pais ou o0 responséieetpanca foram esclarecidos sobre
0s objetivos do estudo, riscos ou possiveis danegpqderiam vir a ocorrer com as criangas
caso fossem incluidas no estudo, havendo concadad@amn os termos, o responsavel
assinava o termo de consentimento livre e esctiveci

Com o consentimento dos pais ou do responsawlcpeinca, iniciou-se a coleta dos

dados epidemiol6gicos sobre as condi¢cdes socias @aracteristicas clinicas das criancas
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obtidas por meio de entrevista com o0s pais ou respel utilizando-se um formulario
contendo perguntas objetivas.

Apoés a obtencdo dos dados epidemioldgicos gimse a coleta da amostra fecal
por excrecdo espontanea. Esta era acondicionadaeeipiente plastico ou de vidro
esterilizado com capacidade para 10 mL e mantidds refrigeracdo de — 20 °C,
permanecendo nessa temperatura também no armazeaaneansporte até o laboratério de
Virologia e Imunologia do INPA. No laboratério, asostras eram numeradas e catalogadas
em um banco de dados da planilha Excel, os foringléle entrevistas eram arquivados em
ficharios que seguiam a mesma numeracdo das ami0#iE amostras permaneciam
armazenadas nas mesmas condi¢cfes de temperaadgtascitcima até o processamento pelo

método da EGPA (Eletroforese em Gel de Poliacrdanpara a deteccao de Rotavirus.

3.4. Método Laboratorial

3.4.1. Deteccdo do genoma viral do Rotavirus pddtrdiorese em Gel de Poliacrilamida
(dsSRNA-EGPA)

A pesquisa de rotavirus foi feita pela analiseadadaribonucléico (ARN) por meio da
Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (EGPA), selguigécnica descrita por Laemmli (1970),

com algumas modificacdes citadas por Pegtigh, (1994) seguindo o protocolo:

3.4.1.1. Extragc&o do genoma viral
Foram preparadas suspensdes de fezes a 10-15%gg@ct Tris/C& pH 7,3 (Tris
base 0,1M, Cagl1,5 mM) em tubos falcon de 15 mL. ApGs o prepasoamostras foram

submetidas a agitagdo até sua completa homogeaeieag aparelho de agitacdo de tubo de
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ensaio. Em seguida, as suspensdes foram centrési@ad.500 g por 30 minutos, obtendo-se
um clarificado das fezes. Do sobrenadante (cladfi} foi retirada uma aliquota de 500uL e
colocada em microtubo de 1,5 mL para a extragcaBNA viral e o restante foi armazenado

em tubos de hemdlise a — 20 °C.

A extracdo iniciou-se com acréscimo de 80uL dedddbBulfato de Sodio (SDS) a
10% aos 500 pL de clarificado no microtubo de 1|5 Apds forte agitacdo, as amostras
foram incubadas em banho-maria a 37 °C por 30 wimuPassado o tempo, as amostras
foram retiradas do banho-maria e adicionou-se 30 fenol e 300uL de cloroférmio. Os
tubos foram incubados em temperatura ambiente gitaées periddicas de cinco em cinco
minutos por 15 minutos e posteriormente foram degados a 2.500g por 15 minutos. Apos
a centrifugacdo, os sobrenadantes foram transteriara microtubos previamente
identificados. Adicionou-se 100uL de Cloreto dei8@l20%, homogeneizou-se por inversao
de microtubos, em seguida adicionou-se 900 pL aleoEP.A. e incubou-se a — 20 °C por 18
horas para ocorrer a precipitacdo do RNA viral.

Apds este periodo, os microtubos foram centrifogaal 13.000g por 30 minutos. Os
sobrenadantes foram desprezados e os sedimentss f@cos com 0S tubos em posigéo
invertida sobre papel filtro em temperatura aml@ebtepois de secos, 0s sedimentos foram
ressuspendidos em 30uL de solugéo dissociadosif@sie 0,0625M pH 6,8, uréia 5M, SDS
3%, 2-Mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol 1%). 4&guida, os tubos foram incubados

em banho-maria a 56 °C por 15 minutos.

3.4.1.2. Preparo do gel de poliacrilamida
O sistema para processamento do gel de poliadgtidaempregado nesse trabalho era

do tipo artesanal baseado em processo industdaliZzzoram montados recipientes de gel,
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preparados com duas placas de vidro separadasseptreespacadores de plastico de 1 mm,
as jungOes das placas foram seladas com agar 2farBu-se o gel separador composto de
acrilamida 7,5%, bis-acrilamida 0,2%, tampao Tasé3 mM pH 8,8, persulfato de amdnia
0,03 mM e tetrametilenodiamina (TEMED) 0,2%, queifieediatamente adicionado a placa
até 0,4 cm abaixo da extremidade inferior do peBtdre a superficie, quando necessario,
adicionava-se butanol para nivelar o gel. Apés pobmerizacdo, foi adicionado o gel
concentrador preparado com acrilamida 3,5%, bigaauda 0,2%, tampao Tris-base 6 mM
pH 6,8, persulfato de amoénia 0,015 mM e TEMED O0,24e foi adicionado sobre o gel
separador polimerizado, colocando-se o pente panmaacao dos canais para a aplicagao das
amostras preparadas como descrito anteriormente.

ApoOs a completa polimerizacdo do gel, o espacederior foi retirado e a placa foi
fixada na cuba de eletroforese, de forma que d miirémo das placas (pente) ficou situado a
aproximadamente 2-3 cm do nivel do reservatéricesop da cuba. Os contatos entre as
placas e o reservatorio superior foram vedadosamgan 2% e o tampéao de corrida (Tris 0,01
M, glicina 0,083 M pH 8.3) foi adicionado aos resgérios superior e inferior da cuba de
corrida. Na sequéncia, foi retirado o pente e adailo 10uL de cada amostra em cada canal
do gel. Depois de todas as amostras colocadasita de energia foi ligada ajustando-se a
corrente para 80 mA. ApGs a saida do corante azbramofenol do gel manteve-se a fonte

ligada por mais metade do tempo que o corante Ipacaisair do gel.

3.4.1.3. Coloracéo do gel com nitrato de prata
O gel foi corado com nitrato de prata conformeniga descrita por Herring et al.
(1982). A coloracao foi executada seguindo asisgzpietapas: as placas com o gel foram

retiradas da cuba de eletroforese, os espacadoeen fetirados e abriram-se as placas. O gel
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superior (concentrador) foi descartado e o gelrsejpa foi transferido para uma solucéo
fixadora de etanol 10% e acido acético 0,5% pomitutos. Em seguida, desprezou-se a
solucao fixadora, o gel foi lavado com agua degdila transferido para uma solugéo corante
de nitrato de prata 0,01 M, por mais 30 minutosn @gitacdes periddicas. Desprezou-se a
solucdo corante e lavou-se o gel duas vezes coedagiilada e, em seguida acrescentou-se
a solucéo reveladora de hidréxido de sodio (NaOR» M e formaldeido 0,95%. Apds 7-9
minutos ou com a visualizacdo das bandas a rewelfagénterrompida desprezando-se a
solucao reveladora e adicionando-se uma solucaecide acético 5% por 15 minutos. Apés a
parada da revelacdo, o gel foi mantido em uma &olwpnservante de etanol 10% até o

momento da leitura e fotografia.

3.4.1.4. Leitura e fotografia do gel
As leituras foram realizadas depositando-se o gietesum transiluminador de luz

branca, e em seguida os géis foram fotografadosneéauina fotogréfica digital.

3.4.2. Caracterizacdo molecular das amostras deinas em genotipos P (VP4) e G (VP7)
por meio da Reagédo em Cadeia da Polimerase (PCR).

A determinacdo dos gendtipos das amostras posipvagiamente detectadas na
EGPA foi feita por meio da Reacdo em Cadeia danfeotise associada a reacdo da
transcriptase reversa (RT-PCR) utilizando “Primexsfiecificos para o gene 4 (VP4) e para o
gene 9 (VP7) segundo técnica descrita por Gentah €992) e Gouvea et al. (1990, 1994a,

b).
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3.4.2.1. Extracdo do acido ribonucléico (RNA) vpata RT-PCR

Procedeu-se a extracdo do RNA viral a partir dafidlado das amostras, utilizando-
se Trizol® Reagent (Invitrogen do Brasil), de acocdm as instrugcdes do fabricante.

Em microtubos de 500uL, misturou-se 150uL do ¢tadfo e 150uL de Trizol®. A
mistura foi homogeneizada em agitador de tubo esegunida, foram adicionados 100uL de
cloroférmio agitando-se no aparelho por 30 seguedasubando por 5 minutos a 4 °C.

ApOs a incubacado, as amostras foram centrifugagpgefidorf Centrifuge 541R) a
12.000g durante 10 minutos a 4 °C. Em seguida feansse a fase superior aquosa para
outro microtubo previamente identificado. O RNAavifoi precipitado por adicdo de igual
volume de alcool isopropilico e incubado duranteniiutos a 4 °C. Depois, as amostras
foram centrifugadas (Eppendorf Centrifuge 541R)220Q0g por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante resultante da centrifugacéo foi desttae o sedimento lavado com 500uL de
etanol 75% gelado, homogeneizado e centrifugadb@0Qg por 5 minutos a 4 °C. Vertendo-
se rapidamente o contetdo do tubo, obteve-se sernesgdimento. A secagem do sedimento
foi feita com o tubo em posicao invertida, no flld@ar da camara de fluxo laminar.

Depois de seco, o RNA foi ressuspendido em 30 pagie estéril livre de RNAse e

DNAse e estocado a— 70 °C até o processamento.

3.4.2.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase associgdg@o da Transcriptase reversa (RT-
PCR)
A Reacdo em Cadeia da Polimerase para caracterizbggenotipo P (VP4) e G

(VP7), foi realizada segundo metodologia utilizpda Santos; Gouvea (1994).
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Na primeira amplificacdo para a deteccdo dos gdnes9 dos rotavirus, foram
utilizados os RNAs dos virus extraidos como moldas serem transcritos em copias de
DNAs (cDNA) para em seguida serem genotipados ét.P

Foram realizadas reacdes separadas para VP4 d MiZhu-se para cada reacéo 5uL
do RNA viral juntamente com 3 uL de DMSO (Dimetitéxido), depois agueceu-se a 95 °C
por 4 minutos para abrir e manter aberta a fitaladaie RNA. Apds esse periodo, as
suspensdes eram imediatamente resfriadas em bangela por 5 minutos e adicionados
22uL do MIX (7uL de agua destilada estéril, 8uL mastura de dioxirribonucleotideos
trifosfato — dATP, dGTP, dCTP, dTTP 1,25 mM — maSuL da solugcdo tampao da reacao
10 vezes concentrada contendo Tris-HCI 100 mM pH RCI 500 mM, outros 2,5uL de
MgCl, (Cloreto de magnésio) 25 mM, 1 uL da solugdo dérigrs” contendo 20 uM de
con2-con3 para amplificar todo o gene 4 e 1 pLaodlaggo de “primers” contendo 20 uM de
Beg9-End9 para amplificar todo o gene 9), foranesmntados ainda 2 unidades da enzima
transcriptase reversa (Invitrogen do Brasil) e lyAklade da enzima Taq DNA Polimerase
(Invitrogen do Brasil).

Os tubos contendo a mistura foram colocados emmotsclador (Eppendorf
Mastercycler Gradiente) programado para incubaead?d’C por 45 minutos, para a etapa da
transcriptase reversa e obtencédo do cDNA. Em sagaglmesmos tubos eram submetidos a
uma série de 30 ciclos de amplificagdo — 94 °Cymominuto, 42 °C por 2 minutos e 72 °C

por um minuto — e uma incubacéo final de 72 °Cgate minutos.

3.4.2.3. Reacao de PCR para genotipagem viral (B$T
Nesta etapa, 1uL do produto da primeira amplificaipi utilizado como molde para

identificacdo dos genotipos P (VP4) e G (VP7). Bestso, as copias de DNA amplificadas
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foram adicionadas a mesma mistura utilizada na gwamamplificacdo, porém em
guantidades reduzidas, sem a enzima transcriptegersa e utilizando-se “primers”
especificos para os diferentes genétipos P (CoRd,, 2T-1, 3T-1, 4T-1 e 5T-1) e para 0s
genotipos G (Beg9, End9, aBT1, aCT-2, aDT4, aEaBE9).

Foram adicionados 21uL do MIX (7uL de agua defdilastéril, 8uL da mistura de
desoxirribonucleotideos trifosfato — dATP, dGTPT&CATTP 1,25 mM — 2,5uL de tampao
10 vezes concentrado contendo Tris-HCI 100 mM p® BCIl 500 mM, outros 2,5uL de
MgCl, (Cloreto de magnésio) 25 mM, 1uL do “pool’ de fpers” especifico para cada
genotipo) e ainda 1,25 unidades da enzima Taq DdlénBrase (Invitrogen do Brasil).

Os tubos foram colocados em termociclador (Eppénhitastercycler Gradiente)
programado para 25 ciclos de PCR a uma incubac®a & por 1 minuto, 50 °C por dois

minutos e 72 °C por 1 minuto e, a uma incubacaextensao final de 72 °C por 7 minutos.

3.4.2.4. IniciadoresRrimers) utilizados

Para definir os gendtipos P (VP4) das amostrasothvirus, foram inicialmente
utilizados “pool de primers” para genétipos P1A[BILA[4], P2A[6], P[9], e P4[10]. Este
“pool de primers” esta demonstrado na tabela 1.

Para definir os gendétipos G (VP7) das amostrasotivirus, foram inicialmente
utilizados “pool de primers” para genoétipos G1, G3, G4 e G9. Este “pool de primers” esta
demonstrado na tabela 2.

Para evitar a acdo de inibidores e contaminamespecificos na reacdo, todos os

reagentes e materiais utilizados eram esterilizdotoss de DNAse, RNAse e protease.
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Para controle de qualidade de cada PCR foramaddz dois controles negativos

(dgua livre de DNAse e RNAse estéril) e um contqdsitivo (ARN preparado de uma

amostra fecal positiva para rotavirus).

Tabela 1

“Pool de primers” para definicdo do gendtipo P.

Primers Sequéncia -3 Posicéc Amostra
sorotipo e genétipo
Cor-3 TGG CTT CGC CATTTT ATA GAC / 11-32 KU (P1A[8])
Cor-2 ATT TCG GAC CAT TTATAA CC 86€-887 KU (P1A[8])
1T-1 TCTACTTGG ATA ACG TGC 33¢-35€ KU (P1A[8])
2T-1 CTATTG TTA GAG GTT AGA GTC( 474-494 RV5 (P1B[4]
3T-1 TGT TGATTAGTT GGATTC A4 25€-27¢ 1076 (P2A[6]
4T-1 TGA GAC ATG CAAT TGG AC 38E-40z KB (P3A[9])
5T-1 ATC ATAGTT AGT AGT CGC 575-594 69M (P4[10]
Tabela 2
“Pool de primers” para definicdo do genotipo G.
Primers Sequéncia -3 Posicéc Amostra
sorotipo e gen6tipo

Beg ¢ GGC TTT AAAAGA GAG AATTTCCGT CTG (¢ 1-28 Wa (1
End ¢ GGT CAC ATC ATA CAATCC TAATCT AAC 1062-103¢ SA11(3
aBT1 CAA GTACTC AAACAC ATG ATG G 314-33¢ Wa (1
aCTz CAATGA TAT TAACAC ATTTTC TGT C 411-43¢ DS1 (2
aDT4 CGTTTCTGG TGA GGAGTT ( 48C-49¢ ST3 (4
aET: CGT TTG AAG AAG TTG CAA CAC 68¢-70¢ P @3
aFT¢ ATC GAT GAT ACT ACA ACT AC 757-77¢€ w161 (9
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3.4.2.5. Andlise dos genotipos por EletroforeseGathde Agarose

Os produtos da primeira e da segunda PCR forantadmg por meio da eletroforese
em gel de Agarose (Invitrogen do Brasil). Os gédsrepreparados na concentracao 1,5% em
tampdo TBE 0,5 X e, depois de preparados eramcaeraglos a solugédo 3 pL de brometo de
etidio. Em seguida, adicionava-se 3uL do padrapede molecular (100pb DNA Ladder —
Invitrogen do Brasil) no primeiro canal, nos cansugseqiientes eram colocados 5uL de
amostra e 3uL de tampéao de corrida (azul de brambt0,1%, EDTA 0,1 mM e glicerol a
50%) e no ultimo canal era colocado 5uL de contnglgativo (CN) e 2uL de tampao de
corrida.

ApoOs a insercdo das amostras e reagentes er@dmiaicorrida a 90 V por 60 minutos
em temperatura ambiente. ApoOs a eletroforese, issfgg@m analisados por transiluminagao

com luz ultravioleta e fotografados com camerataigi

3.5. Analise dos resultados

A andlise dos resultados foi realizada por meio addlise descritiva (médias,
porcentagens) e testes estatisticos (Teste Mantnrbyhi'U” e Qui-Quadrado %) para
verificacdo dos dados obtidos nas amostras de fiaeéicas de criancas de 0 a 12 meses, de
acordo com idade e sexo.

Algumas analises estatisticas foram realizadas aorilio dos programas Systat
versdo 9.0 e Epi Info versdo 3.3.2/2005 (CentersDisease Control and Prevention —
CDC/USA e World Health Organization — Geneva). O IBfo 3.2.2 ™ foi utilizado para a

construcdo do questionério e construcdo do bandadies.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Positividade para rotavirus humano

Durante o periodo de estudo foram analisadas [&PAE (Eletroforese em gel de
Poliacrilamida) 294 amostras de fezes diarréicands que destas 28 (9,5%) apresentaram

positividade para rotavirus (Figura 5).

Figure 5 — Amostras positivas para rotavirus em fezes diaséie criancas de 0 a 12 me
vacinadas e ndo vacinadas contra rotavirus detectas Eletroforese em gel de Poliacrilamida
em Manaus-AM.
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A distribuicdo percentual das amostras positivaa patavirus encontradas neste estudo

esta demonstrada no grafico 1.

M Positivas

M Negativas

Gréafico 1 — Positividade para rotavirus humanosaemostras de fezes diarréicas coletadas de
criancas de 0 a 12 meses na cidade de Manaus-Ahaite de 2007 a maio de

2008.

Uma andlise recente do CDC, em 2008, reunindo sldéo2001 a 2008, indicou um
indice de mortalidade de aproximadamente 40% paré&a relacionada a hospitalizacbes de
criangas com menos de cinco anos de idade atribaiddeccéo por RV-A.

O presente estudo, realizado apds a introducawadma no Programa Nacional de
Imunizacdo no Brasil, indicou uma incidéncia de%® para RV-A, onde 39,8% das criancas
incluidas no estudo foram vacinadas contra o agentesiderando-se somente as criancas que
haviam tomado as duas doses da vacina.

Das 28 amostras (9,5%) positivas para rotaviig36%) eram de criancas vacinadas,

obtendo-se a prevaléncia de 8,54% (107 examindgsiditivos). Em relacdo as amostras de



46

criangas ndo vacinadas, a prevaléncia foi de 1@{2® examinados/18 positivos) (Gréfico 2,
Tabela 3). Santos (2008), em estudo de preval@ecratavirus em criancas de 0 a 36 meses nos
anos de 2003 a 2006, detectou uma prevaléncia%epaba rotavirus A, nesse periodo a vacina
ainda nao havia sido introduzida no servico publico

Em periodo anterior a introdu¢do da vacina noncdeo de vacinacdo do Brasil,
Andreasi e colaboradores (2007), no Mato Gross8ulpobservaram um indice de positividade
de 23,2% pard&otavirus A em pesquisa no periodo de 2000 a 2004 e, em estedlizados
anteriormente na regido Centro-Oeste do Brasilind&es de deteccdo variaram de 11,8% a
37,2% em Goiania (CARDOSO et al.,, 2003), sendo rvbge indice de 26% em Brasilia

(BRAGA, 2006)
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Gréafico 2 — Distribuicdo das amostras positivasapatavirus humano em fezes diarréicas de

criancas vacinadas e ndo vacinadas contra rotavdraglade de Manaus-AM.
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Tabela 3

Prevaléncias para amostras de fezes diarréicatateas de 0 a 12 meses vacinadas e ndo

vacinadas na cidade de Manaus, AM.

Amostras Numero de amostras/ Prevaléncias (%) Total
Vacinadas N&o vacinadas
Positivas 10/8,5 18/10,2 28/9,5
Negativas 107/91,5 159/89,8 266/90,5
Total 117 177 294

As prevaléncias em relagéo ao sexo foram maiaregxo feminino com 12,8% (12/125)
em relagdo ao masculino com 7,10% (16/169) senifis@gncia estatistica (p > 0,05 testd x
(grafico 3). Esses resultados sdo diferentes ammnéados por Carneiro e colaboradores (2005),
possivelmente porque esses autores consideraraansoas amostras positivas em um estudo de
caracteristicas clinicas e epidemiolégicas de casninternadas por rotavirus na cidade de
Salvador, Bahia, Brasil, onde encontraram 53% dasstas positivas para rotavirus em criancas
do sexo masculino e 47% nas criancas do sexo femisem diferenca estatistica. No nosso

trabalho, diferentemente, consideramos as prevakem relacédo a populacdo examinada.
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Gréfico 3 — Percentual de amostras positivas mdaxirus humano em criancas de 0 a 12 meses

do sexo masculino e feminino em Manaus-AM.

Considerando a faixa etéria, observou-se que asgas entre 0 e 6 meses apresentaram

maiores prevaléncias 10,0% (120 examinados/12iypositem relacdo as criancas de 7 a 12

meses com 9,30% (172 examinados/16 positivos).ridevam consideracdo apenas as amostras

positivas (28), a faixa etaria onde houve predonuizgade positividade para rotavirus foi de 7 a

12 meses com 16 amostras positivas, correspondensi®® do total de amostras positivas,

seguido da faixa etaria de 0 a 6 meses com 12 mwof43%) (grafico 4). Resultados

semelhantes foram encontrados por Santos (200&)jdade de Manaus, considerando somente

as amostras positivas que observou maiores prevadéem criancas de 7 a 12 meses.

Andreasi e colaboradores (2007), em estudo deghriale rotavirus em criancas de até 3

anos no Mato Grosso do Sul, observou que a infgqugéRotavirus A ocorreu em todas as faixas
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etarias, incluindo criancas com menos de seis mdseslade, embora também tenha tido

ocorréncia maior nas criancgas situadas na faixaetd 7 a 12 meses.

18
16

14

12
10 -

Numero de amostras

o N OB O
|

0-6 meses 7-12 meses

Faixa etaria

Gréfico 4 — Positividade com relacéo a faixa etdda amostras de fezes diarréicas de criancas

de 0 a 12 meses vacinadas e ndo vacinadas corvaue em Manaus, Amazonas.

Nos 13 meses de coleta, observou-se positividacke rmpgavirus em 11 meses, com as
maiores prevaléncias nos meses de maio/07 (33,g8%p/07 (16,7%), janeiro/08 (16,7%) e
maio/08 (13,6%). Somente em agosto/07 e marco/68oram encontradas amostras positivas
(Grafico 5). Considerando a distribuicdo de prewebs entre as criancas vacinadas e néao
vacinadas nos 13 meses de coleta, foi observad@agj@nostras positivas ndo demonstraram

diferenca estatistica (U = 69 e p = 0,42, por tektan Whitney) (Tabela 4).
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A sazonalidade de rotavirus no norte e nordestead® é semelhante ao encontrado em
paises de clima tropical, onde a ocorréncia desgassitivos acontece durante todos os meses do
ano, diferente do que acontece em estados da regid@l e sudeste, onde os casos predominam
nos meses mais secos ou frios do ano. Rocha (2888)jando a clinica e a epidemiologia da
doenca diarréica por rotavirus em criancas de Manarificou uma elevacdo nos meses de
maio, setembro, novembro e dezembro de 2002 ecievate 2003, ndo demonstrando com iSso

se ha um periodo onde ocorrem mais ou menos casizedca.

Prevaléncic

9 SR SN N @ A AN
rz,qo @Q 0\§ QOA bé\' \‘?’S\ ‘\Q’A L $ é\{b\

Meses da coleta

Gréafico 5 — Prevaléncias das amostras de fezesiasspara rotavirus humano distribuidas
conforme o més de ocorréncia no periodo de mai@0®d¥ e maio de 2008 em

Manaus, Amazonas.
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Tabela 4

Distribuicdo mensal das prevaléncias entre as@mmacinadas e ndo vacinadas no periodo de

maio de 2007 e maio de 2008 em Manaus, Amazonas.

Meses Vacinados % Na&o vacinados %
mai/07 0 40
jun/07 0 25
jul/o7 7.14 13.Z
ago/07 0 0
set/07 15.4 7.7
out/07 14.3 0
nov/07 0 18.2
dez/07 8.3 0
jan/O¢ 0 23.t
fev/08 14.3 10.5
mar/08 0 0
abr/08 22.2 6.7
mai/08 14.3 12.5

4.2. Positividade para os genétipos P e G de mmbhiumano

Das 28 amostras positivas para rotavirus, 100%fdipadas pelo método de RT-PCR
para os gendtipos P (VP4) e G (VP7), sendo que m8stas (64,3%) apresentaram
caracteristicas de genétipos G ou P ou ainda capbés dos gendtipos P e G e 10 amostras
(35,7%) ndo apresentaram caracteristicas de nemlmsmgenoétipos pesquisados. A figura 6
mostra a foto de um gel com amostras positivas@genotipo P (VP4) e a figura 7 a foto de um

gel de agarose com amostras positivas para G (VP7).
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Figure 6 — Foto de gel de agarose com amostras positivagg@asdrus genotipo
(VP4).
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Figure 7 — Foto de gel de agarose com amostras positivag@ardrus genétipo (

(VPT).
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Das amostras de criancas com as duas doses daa,va&irf80%) apresentaram
caracteristicas de genoétipos G ou P e duas (208@p@sentaram caracteristicas de nenhum dos
genotipos pesquisados.

Na andlise das 18 amostras positivas para o gen®i ou G, observou-se que a
ocorréncia de combinac¢des dos dois gendétipos acemrenove amostras (50%), e oito amostras
(44,4%) apresentaram caracteristicas somente ditiger? e uma amostra (5,6%) apresentou
caracteristica apenas do gendtipo G, com isso strsmas amostras com caracteristicas de um
Unico gendtipo e as que apresentaram combinac@dad® gendtipos P e G, pode-se concluir
gue, das 28 amostras positivas para rotavirus,6077%) apresentaram caracteristicas do
genotipo P e 10 (35,7%) apresentaram caractesgiga o0 genotipo G.

Na andlise das oito amostras de criangas queadstasm a vacina¢cdo completa contra
rotavirus, a ocorréncia da combinacdo dos doistgersbocorreu em cinco amostras (62,5%), e
trés amostras (37,5%) apresentaram caracteriapessas do gendtipo P.

A técnica de RT-PCR é empregada no mundo inteom a finalidade de genotipar o
rotavirus do grupo A. A utilizacdo dessa metoda@dgm permitido a identificacdo dos grupos G
e P em diversos estudos no Brasil e no mundo (FEBRR& al., 2007 apud CARVALHO-
COSTA, 2009; AMARILHA et al., 2007; RAHMAN et al2007). Entretanto, no que se refere a
prevaléncia de rotavirus humano em criancas vaathahao vacinadas contra rotavirus, poucos
sdo os estudos realizados sobre a avaliacdo dssefausados apos a introducdo da vacina em
alguns paises do mundo.

Neste estudo utilizaram-se os iniciadores CorCore 3 para amplificacéo do gene 4 e os
primers Beg9 e End9 para amplificar o gene 9, cema enetodologia, observou-se que 18

amostras (64,3%) apresentaram caracteristicas @aoai P, porém, 10 (35,7%), apesar da
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positividade para rotavirus, ndo foram identifieadam como genétipo G, nem como genaétipo
P. O fato destas amostras ndo terem apresentadoterésticas dos genétipos G ou P pode
representar a existéncia de novos grupos, entoetpata que essa afirmativa seja considerada
sdo necessarios estudos mais detalhados, onde segmegados iniciadores que possam
identificar genes incomuns de rotavirus. A anatias amostras negativas e positivas para os
gendtipos P e G pode ser observada na tabela 5n@mero de amostras positivas e de

combinacdes para estes dois genoétipos pode satizegia no grafico 6.

Tabela 5

Amostras tipadas e nao tipadas para os genoétipdS Bm amostras de fezes diarréicas de

criangas de 0 a 12 meses em Manaus, AM.

Amostras Positivas e Negativas para Genétipos P e G

Gendtipo G
a Negativas Positivas  Total
o
= Negativas 8 2 10
©) Positivas 8 10 18

Total 16 12 28
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20
18
16
14
12
10

18

Numero de amostras

[ I N A = T o

Genotipo G Gendgtipo P Combinagbes G + P

GendtiposGe P

Gréafico 6 — Distribuicdo da positividade dos gepdsi P e G e das combinacdes P e G em
amostras de fezes positivas para rotavirus humarwiahcas de 0 a 12 meses em

Manaus, AM.

Das 12 amostras positivas para o genotipo G obses® que duas (17%) néo
apresentaram caracteristicas de nenhum dos sulgBupesquisados no estudo.

O fato destas amostras ndo terem apresentadoteréstica de nenhum dos cinco
genotipos pesquisados, levanta a suspeita de guegi@io, pode estar ocorrendo a circulacéo dos
genotipos incomuns, como por exemplo, o gendtipg @ ja foi encontrado no Piaui
(MACEDO et al., 2007) e no Pard (MASCARENHAS et 2002) ou G8 que foi encontrado em
Minas Gerais (ROSA E SILVA et al., 2001), principainte, devido a introducédo da vacina no

calendario de vacinacéo do Ministério da Saude.
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Nas demais amostras positivas para o genotipm@erste o gendtipo G2 apareceu ho
estudo, com 10 amostras (83%). Em estudos antgrimesmo antes da introducéo da vacina no
PNI/MS em 2006, o gendtipo G2 ja apresentava maievaléncia que o G1, até entdo mais
comum, onde apareceu com 17% de positividade eo@11% (SANTOS, 2008).

Em vista dos dados apresentados em diversos sstmdmnotipo G2 ndo pode ser mais
considerado incomum no Brasil e em outros paisas,$antos (2003) observou uma freqiéncia
de 22% deste gendtipo em amostras de fezes dasngisitivas para rotavirus no Rio de Janeiro,
Brasil. Mascarenhas (2002), também, detectandoenétigos P e G de criancas de Belém no
estado do Pard, encontrou 20% das amostras deigger®t com caracteristicas de G2. O
genotipo G2 aparece ainda em estudos realizadosdeersos paises, como Irlanda
(O’'MAHONY et al., 1999), Nepal (UCHIDA et al., 20pdraque (AHMED et al., 2006) e Chile
(VERGARA et al., 2007).

Apés a introducao da vacina contra rotavirus rasBrfoi observada uma predominancia
expressiva de 74% de gendtipo G com caracteridéc@2 e associado com o genoétipo P com
caracteristica de P[4] e G2P[NT]. Em 2006-2007emdgipo G2 foi detectado nos estados do Rio
de Janeiro, Sergipe, Pernambuco, Piaui e MinassGREITE et al., 2008). Uma recente analise
preliminar indica a re-emergéncia do gendtipo G2iade do Brasil, chegando a um percentual
acima de 90% de todos os rotavirus do grupo Adsslalesde 2006 (OLIVEIRA et al., 2008,
apud LEITE et al., 2008).

Quanto aos gendtipos P, verificou-se que das I&@mas positivas, o gendétipo P[4] foi
observado em 17 (94%) e ndo foram detectados otipp@s de genotipo P. Apenas 1 amostra

positiva para o genoétipo P ndo apresentou carstitertdle nenhum dos genoétipos pesquisados.
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As combinacdes dos gendtipos G e P foram respeisspor nove (50%) das 18 amostras
positivas para G ou P. Analisando-se as combinagOestatou-se que apenas a combinagao
G2P[4] foi detectada no estudo estando presentexmas amostras, sendo que cinco (55,5%)
destas amostras eram de criangas que apresentavarasadoses da vacina.

Nesse trabalho ndo foi encontrado o gendtipo QL8 caracteriza o gendtipo da
vacina Rotarix®, adotada no Brasil pelo Ministéda Saude no Programa Nacional de
Imunizacdo em 2006, entretanto das 10 amostrasiyassde criancas vacinadas, 5 eram de
criangas infectadas com o genétipo G2P[4].

Carvalho-Costa e colaboradores (2009) analisandtis@wibuicdo genotipica apds a
introducdo da vacina no Rio de Janeiro, Brasikedet em seu estudo um percentual de 96%
para a combinacdo G2P[4] no Rio de Janeiro, Bri@sitvalho-Costa e colaboradores (2009), no
mesmo estudo, ndo detectou a combinacdo G2P[4D@@ 2 2004 no Rio de Janeiro, mas foi
detectada em 2005 com um percentual de 1,4% e ammdae-emergéncia de 41% em 2006.

Ainda neste estudo, considerando somente as asalegiveis para vacinacdo completa,
29% (4/14) foram positivas para rotavirus do grap® 58% (35/60) foram negativas (odds ratio
0,29, 95% de intervalo de confianca 0.07-1,15; @.G43 por teste exato de Fisher). As quatro
amostras positivas de criancas vacinadas estavdettddas com o gendtipo G2P[4]
(CARVALHO-COSTA et al., 2009).

Estudos semelhantes foram realizados nos estamdSsplirito Santo, Minas Gerais,
Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro e Sergipe sulgetima re-emergéncia desta combinacéo de
gendtipos em todo o Brasil. Vale ressaltar queesesstudos, muitas amostras caracterizadas
com a combinacdo G2P[4] foram coletadas logo apds@lucdo da vacina contra rotavirus, no

primeiro semestre do ano de 2006, e ainda, muitascas incluidas nestes estudos, ndo haviam
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sido vacinadas por nao possuirem idade suficieH E et al., 2008). Portanto, sugere-se que a
re-emergéncia de G2P[4] provavelmente ndo est&iagsoa vacinacao.

Entretanto, em estudos recentes no nordeste deil,Bapds a introducdo da vacina
Rotarix®, todas as cadeias identificadas em 200fepeam ao gendtipo G2P[AEURGEL et
al., 2007; NAKAGOMI et al., 2008), os autores afwmm que, baseando-se no resultado
encontrado, pode haver a possibilidade da emem@@&eccadeias de gendétipos nao incluidos na
vacina, porém, o fato pode ter ocorrido apenasoportunidade e mais estudos sdo necessarios
para confirmar ou refutar esta hipétese (GURGEAL.eR008).

Em outros trabalhos é observado que a emergéact@mbinacdo G2P[4] nos altimos
anos parece refletir um fendbmeno continental. Nestdexto, uma epidemia de diarréia por
rotavirus A, com uma alta incidéncia de G2P[4]r&portada em Honduras (FERRERA et al.,
2007). Trabalhos realizados em El Salvador, GudtereaaHonduras demonstraram que a
combinacdo de gendtipos G2P[4] foi a que apresemntaior prevaléncia no ano de 2006
(PATEL et al., 2008). No Paraguai, rotavirus comacteristicas de G2P[4] foi detectado em
2005 ap0is seis anos de auséncia (AMARILHA et 8D72.

Paises da América Latina que apresentam limitesac8rasil e ainda ndo introduziram a
vacinacdo contra rotavirus no setor publico, dataat o crescimento da combinacdo G2P[4]
antes da implementacgéo da vacina Rotarix® no Brasil

Interessantemente, fora da América Latina, asstaearotavirus com caracteristicas de
G2P[4] tiveram um recente crescimento em Bangla@#3¥ em 2005-2006) (RAHMAN et al.,
2007).

Este estudo esta entre os primeiros realizadosgi@o norte sobre a avaliacdo dos efeitos

da RotariX no Brasil, primeiro pais da América Latina a idtrair uma vacina universal contra
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Rotavirus. Entretanto, os achados indicam a emeig@@e um tipo até entdo incomum na regido
sugerindo continua monitorizacdo do Ministério dade com vistas no controle epidemiologico

das rotaviroses.
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5. CONCLUSAO

5.1. A ocorréncia de rotavirus em amostras de femaséicas de criancas de 0 a 12 meses

atendidas nos prontos socorros infantis do mumiciigi Manaus, AM de maio de 2007 a

maio de 2008 foi de 9,5%.

5.2. A ocorréncia de rotavirus em amostras de fdi@ageicas de criancas vacinadas atendidas

nos prontos socorros infantis do municipio de Mana de maio de 2007 a maio de 2008

foi de 36% considerando as amostras positivas.

5.3. Pela genotipagem das amostras positivas pé@nus humano por meio do método de RT-
PCR, ficou constatado que 64,3% destas amostrdenp@im aos genoétipos P ou G

pesquisados neste estudo e que outras 35,7% néseafavam caracteristicas de nenhum

dos dois gendtipos pesquisados.

5.4. De todos os gendtipos G pesquisados somerttetéctado o gendtipo G2, sendo encontrado

em 42,9% das amostras positivas para rotavirus mama

5.5. Dezessete por cento das amostras tipadas gemdtipo G ndo apresentaram caracteristicas

de nenhum dos subgrupos G pesquisados, indicangossibilidade de circulacdo de

subgrupos incomuns na regiao.
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5.6. De todos os gendtipos P pesquisados, somemgendtipo P[4] foi detectado, estando
presente em 94% das amostras positivas para mugatimmano. Apenas uma amostra
positiva para o genétipo P ndo apresentou caratiteride nenhum dos gendétipos P

pesquisados.

5.7. A combinacdo dos gendtipos P e G, G2P[4]rdgponsavel por 50% das 18 amostras
positivas para P ou G, sendo a Unica combinaciectdela nas amostras positivas para

rotavirus humano.

5.8. Considerando somente as criancas elegiveisapaacinacdo completa, a positividade para
rotavirus foi de 35,7% (10/28) e a negatividade48€2% (107/266). Das 10 amostras
positivas, considerando apenas as criangas vasinadaam de criancas infectadas com o

genotipo G2P[4].

5.9. Tanto criancas do sexo masculino quanto amdg sexo feminino apresentaram numeros

semelhantes de amostras positivas para rotavimare para os genoétipos G e P.

5.10. Os casos de rotavirus humano, bem como dastr@® positivas para os genotipos G e P

ocorreram de forma similar durante o ano todo.

5.11. Em vista dos resultados obtidos neste trabadhigere-se que a vacina utilizada no
Programa Nacional de Imunizacdo do Ministério dad8acontra rotavirus humano seja

incorporada protecdo contra 0os genétipos viraie G§4].
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