UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

LUCIANE APARECIDA PEREIRA

VARIABILIDADE GENETICA DOS ROTAVIRUS DO GRUPO A
DETECTADOS EM CRIANCAS COM INFECCOES
GASTROINTESTINAIS NO HOSPITAL DE CLIiNICAS DA UFPR NO
PERIODO DE 2001 A 2008

CURITIBA
2011



LUCIANE APARECIDA PEREIRA

VARIABILIDADE GENETICA DOS ROTAVIRUS DO GRUPO A
DETECTADOS EM CRIANCAS COM INFECCOES
GASTROINTESTINAIS NO HOSPITAL DE CLIiNICAS DA UFPR NO
PERIODO DE 2001 A 2008

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacao em Medicina Interna, area de
concentracdao em Doencas Infecciosas, Setor
de Ciéncias da Saude, Universidade Federal
do Parana, como requisito parcial a obtengao
do titulo de Mestre.

Orientadora: Prof.? Dr.? Sonia Mara Raboni

CURITIBA
2011



Aos meus pais, Luiz Carlos e Dilceia.
Ao Paulo Henrique, meu companheiro.
Ao meu irm&o Fabio.

Por me apoiarem em todos os
momentos da minha vida.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos os que estiveram presentes direta ou indiretamente

na realizacao deste trabalho, em especial:

A Deus, pela saude, protecdo e luz em todos os momentos da

minha vida.

A minha orientadora, Dr.? Sonia Mara Raboni, pela orientagéo, pelo

incentivo e apoio recebidos durante o desenvolvimento deste trabalho.

Aos colegas do Laboratério de Virologia do Hospital de Clinicas
da Universidade Federal do Parana, Luine Rosele Vidal, Meri Bordignon
Nogueira, Sergio Monteiro de Almeida, Gislene de Almeida Takahashi,
Marcirene Abinoski Andriow, Clyete Santos da Silveira, Indianara Rota,
Barbara Maria Cavalli, Adelina Moraes, Elenice Stroparo, Carla Elizabeth
de Oliveira Ferreira, Luis Felipe Pessa, Giovana Duarte Turchetto, pelo

apoio e incentivo.

A amiga Maria do Carmo Debur, por sempre estar pronta a me
ajudar, dando sugestdes e palavras de incentivo.

A Dr.2 Cristina Cruz, pela colaboragéo na andlise dos dados clinicos.

Ao Prof. Dr. José Paulo Gagliardi Leite, pela pronta disponibilidade

com que nos atendeu ao ser solicitado.

Aos meus amigos e amigas, por sempre estarem presentes com

uma palavra de incentivo.

Aos meus sobrinhos, Isabelle e Fabricio, pela alegria que
trouxeram a nossa familia e a todos meus familiares pelo apoio recebido e

carinho.

Luciane Aparecida Pereira



A melhor de todas as coisas é aprender.
o dinheiro pode ser perdido ou roubado,
a saude e forca podem falhar,

mas o que vocé dedicou a sua mente

é seu para sempre.

(Louis L.Amour)



RESUMO

Os rotavirus do grupo A (RVA) sédo os principais agentes etioldégicos das
gastroenterites virais em criangas menores de 5 anos em todo o mundo. No Brasil,
esse virus tem sido descrito como causa de hospitalizagcdo em pacientes pediatricos
em aproximadamente 20 a 30% dos casos. Devido a ampla variabilidade genética que
os RVA possuem, €& importante o constante monitoramento epidemiologico e
laboratorial desses agentes, visando analisar a eficacia das vacinas e sua influéncia
nos resultados das metodologias diagnosticas disponiveis até o momento. Os
objetivos deste estudo, de carater retrospectivo, descritivo e com amostras de
conveniéncia foram: avaliar a variabilidade genética dos RVA identificados em
amostras clinicas provenientes de pacientes com infecgbes gastrointestinais
internados e ambulatoriais no Hospital de Clinicas da UFPR, avaliar e correlacionar
dados clinicos epidemiologicos e laboratoriais relacionados a infecgdo por RVA
durante o periodo de abril de 2001 a dezembro de 2008. As técnicas utilizadas neste
estudo foram a aglutinacdo em latex (AL), o ensaio imunoenzimatico (EIE), a
eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) e a transcricdo reversa seguida de
reagao em cadeia da polimerase (nested RT-PCR multiplex). Foram analisadas 1.140
amostras, das quais 179 (15,7%) foram positivas para RVA e 80 (44,7%) amostras
foram submetidas a nested RT-PCR multiplex. Os genoétipos encontrados de maior
frequéncia para o tipo G (proteina VP7) foram: G4 (31,9%), G1 (25,0%), G9 (15,3%)
e G2 (7,0%) e para os genétipos P (proteina VP4) foram: P[8] (88,5%) e P[4]
(11,5%). As associacoes entre os genétipos G e P mais frequentes encontradas
foram: G4 P[8] (31,9%), G1 P[8] (19,4%), G9 P[8] (11,1%) e G2 P[4] (6,9%). Nao foram
verificadas infeccdes mistas. Conforme relato prévio, a partir de 2006, apdés a
introdugéo da vacina no Calendario Basico de Imunizagbes Brasileiro, observou-se
neste estudo a reemergéncia do gendtipo G2 P[4], bem como uma maior circulagao
do gendtipo G9. A infeccao por RVA ocorrreu em 62,5% de criangcas menores ou
igual a 12 meses de idade, sendo que 55,6% tiveram desidratacao grave e 26,7%
necessitaram de atendimento em UTI. Para as infec¢des nosocomiais por RVA, foi
encontrada uma prevaléncia de 12,5%. Nao foi observado correlacdo entre o
gendtipo e a gravidade da infeccéo nos pacientes analisados.

Palavras-chave: Diarreia. Rotavirus. Diagnéstico. Gastroenterite. Vacinas. EGPA.
Gendtipos. RT-PCR. Genotipagem.



ABSTRACT

The group A rotaviruses (RV) are the main etiological agents of viral gastroenteritis in
children under 5 years old worldwide. In Brazil, this virus has been described as a cause
of hospitalization among pediatric patients in 20 to 30% of the cases. Due wide genetic
variability of RV, the constant epidemiological and laboratorial monitoring is important,
in order to analyze the effectiveness of vaccines and their influence on the diagnosis
methodology results available until the moment. The aim of this retrospective,
descriptive and with convenience samples study was: to evaluate the genetic
variability of group A RV of patients with acute gastroenteritis inpatients and
outpatients from the Hospital de Clinicas in Curitiba, Parana, to evaluate and
correlate the clinical, epidemiological and laboratorial data related to RVA infection
during the period of April 2001 to December 2008. The techniques used in the study
were the latex agglutination (AL) , the enzyme immunoassay (EIA), the polyacrylamide
gel electrophoresis (PAGE) and the reverse transcription followed by polymerase chain
reaction (RT-PCR). Were analyzed 1.140 samples, from these 179 (15.7%) were
positive for group A RV and 80 (44,7%) samples were submitted by nested RT-PCR
multiplex. The frequency of genotypes for genotype G (protein VP7) was, G4 (31.9%),
G1 (25.0%), G9 (15. 3%) and G2 (7.0%); for genotype P (protein VP4), was: P [8]
(88.5%) and P [4] (11.5%). Associations between genotypes G and P the most were:
G4 P[8] (31.9%), G1 P[8] (19.5%), G9 P[8] (11.1%) e G2 P[4] (6.9%). No mixed
infections were found. As previously reported since 2006, after the introduction of
vaccination in Brasilian Basic Immunization Calendar, re-emergence of genotypes P
[4], G2, and the largest circulation of genotype G9 was observed. RV infecction
occurred in 62.5% of children under or equal to 12 months of age, from these 55.6%
had severe dehydration and 26.7% needed care in ICU. For nosocomial it was
infections for RVA, found a prevalence of 12.5%. There was no correlation between
genotype and severity of infection in examined patients.

Keyword: Diarrhea. Rotavirus. Diagnosis. Gastroenteritis. Vaccine. EGPA. Genotypes.
RT-PCR.
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1 INTRODUCAO

Os rotavirus do grupo A (RVA) séo os principais agentes etioldgicos das diarreias
em criancas abaixo de 5 anos de idade. Em escala global, sdo responsaveis por
aproximadamente 611.000 mortes por ano, principalmente em paises em
desenvolvimento (PARASHAR et al.,, 2006). Nos paises desenvolvidos, a taxa de
mortalidade é bastante reduzida, porém admite-se que todas as criangcas até os 5
anos ja tenham apresentado pelo menos um episédio de diarreia por RVA
(PARASHAR et al., 2003). Com esse impacto na saude em todo o mundo, diversos
estudos foram desenvolvidos para reduzir tanto a morbidade quanto a mortalidade
causadas pelos RVA. Programas de vigilancia tém sido criados com o objetivo de
monitorar a diversidades dos RVA que circulam na populagdo. Paises como os
Estados Unidos e a Australia apresentam programas de vigilancia genotipica desde
1993 e recentemente a vigilancia foi implantada também na Africa (African Rotavirus
Network) e na Asia (Asian Rotavirus Surveillance Network). No Brasil, a vigilancia
epidemiolégica para a doenga diarreica por RVA foi instituida em 2006 (MINISTERIO
DA SAUDE, 2006).

A Organizagédo Mundial da Saude, a Alianga Global para Vacinas e Imunizagbes
e outros 6rgaos avaliaram a necessidade de priorizar o desenvolvimento de novas
vacinas contra RVA (GLASS et al., 2005). O Brasil foi o primeiro pais do mundo a
oferecer a vacina contra RVA na rede publica de salde, desde 2006, a Rotarix®, da
GlaxoSmithKline Biologicals, faz parte do Calendario Basico de Imunizagbes
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

A existéncia de diferentes combinacdes entre o gendtipos G e P e com a
introdugéo da nova vacina no Calendario Nacional Basico de Imunizagdes Brasileiro,
h& necessidade de um constante monitoramento para identificar os genétipos e a
variabilidade genética das amostras circulantes, bem como o surgimento de amostras
emergentes e reemergentes de RVA, para que medidas efetivas sejam tomadas o mais
precocemente possivel. Também é importante analisar a eficacia das vacinas que
estdo disponiveis, bem como a sua influéncia nos resultados das metodologias
diagnésticas atualmente disponiveis (SANTOS; HOSHINO, 2005; ANDREASI et al.,
2007).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1  Objetivo geral

Avaliar a variabilidade genética dos RVA identificados em amostras clinicas
provenientes de pacientes internados e ambulatoriais no Hospital de Clinicas da
UFPR por infecgbes gastrointestinais em um periodo de oito anos.

1.1.2 Objetivos especificos

- Avaliar as caracteristicas operacionais dos testes diagndsticos para deteccao
de antigenos de RVA disponiveis no HC-UFPR no periodo do estudo.

- Identificar por meio de nested RT-PCR as variantes antigénicas do RVA
em cada ano.

- Avaliar dados clinicos/epidemioldgicos/laboratorial relacionados a infecgéo
por RVA.

- Correlacionar os dados clinicos e epidemiolégicos com a variabilidade
antigénica dos RVA.

1.2 JUSTIFICATIVA

Estudos epidemiolégicos tém demonstrado uma correlacao clara entre o periodo
de circulagdo dos RVA com um aumento no numero de internamentos de pacientes
pediatricos, assim como um acréscimo nos indices de mortalidade infantil. Surtos que
sdo apenas clinicamente estimados e ndo sao confirmados por metodologias
laboratoriais, dificultam a atuacao da vigilancia sanitaria. Com a caracterizacao dos
RVA pode-se conhecer o periodo de sua incidéncia e os sorotipos circulantes, cujas

informagdes orientam medidas profilaticas preventivas que evitariam gastos com o0s
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internamentos, assim como a superlotacdo dos leitos hospitalares. Para os pacientes
imunossuprimidos os beneficios seriam maiores, pois evitariam a necessidade de
consumo de mais medicamentos que poderiam agravar o seu estado ja bastante
delicado.

Embora uma terapia antiviral especifica para os RVA néo esteja disponivel,
a identificacdo dos pacientes infectados é importante para prevenir a transmissao
nosocomial, entender o impacto clinico das infecgdes e suas manifestagdes clinicas.

Apesar da introdu¢do da nova vacina no Calendario Nacional Bésico de
Imunizagdes Brasileiro, as admissées hospitalares para os casos graves da
infecgdo, ainda persistem no HC - UFPR. Isso pode ser explicado pela ocorréncia da
doencga em pacientes com fatores de risco que néo responderam a vacina ou nao
foram vacinados. Portanto, € indispensavel proceder ao diagnéstico laboratorial da
doenga, bem como monitorar a variabilidade genética viral, visando analisar a
eficacia das vacinas e sua influéncia nos resultados das metodologias diagnosticas

até o momento disponiveis.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS HISTORICOS

Os RVA foram descritos pela primeira vez por Bishop et al., em 1973, na
Australia, em estudos de bidpsia de mucosa duodenal de criangas com diarreia por
meio da microscopia eletrbnica. No mesmo ano, na Inglaterra, Flewett, Bryden e
Davies também encontraram particulas virais nas fezes de criangas com diarreia
aguda. Inicialmente uma polémica quanto ao nome a ser dado a este novo agente
etiologico de diarreia aguda em humanos. Bishop et al. (1973) sugeriram orbivirus,
pela morfologia da particula viral, Flewett, Bryden e Davies (1973), por meio da
observacdo em microscopia eletrénica, propuseram RVA, devido a sua semelhancga
com roda de carroga (do latim rota), e Davidson et al. (1975) recomendaram duovirus,
pelo local onde o virus foi detectado pela primeira vez, a mucosa duodenal. Somente
em 1979, no 4.° Congresso Internacional de Virologia, o International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV) definiu e oficializou o termo Rotavirus (BISHOP et al.,
1973; FLEWETT, BRYDEN; DAVIES, 1973; DAVIDSON et al., 1975).

No Brasil, os RVA foram descritos pela primeira vez por Linhares et al., em
1977, durante as investigagcdes de quadros de diarreia em criangas atendidas no
hospital publico da Santa Casa de Misericérdia, no Para. Desde entdo, inimeros
outros estudos deram inicio no pais, sendo os RVA considerados os principais
agentes etiologicos das diarreias graves infantis em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (LINHARES et al.,, 1977; LINHARES et al., 1988; TIMENETSKY;
SANTOS; GOUVEA, 1994b; LEITE et al., 1996; LINHARES, 1997; MASCARENHAS
et al., 1999; LINHARES, 2000; MENEGHETTI et al., 2001; KAPIKIAN; HOSHINO;
CHANOCK, 2001; SOUZA et al., 2003; ARAUJO et al., 2007a; GURGEL et al,
2008).
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2.2 DESCRICAO DO VIiRUS

2.2.1 Classificacao e morfologia

A familia Reoviridae é dividida em dois grupos, um com cinco géneros, sendo
eles: os Orthoreovirus, Cypovirus, Aquareovirus, Fujivirus e Oryzavirus, que apresentam
como caracteristica grandes projegdes situadas nos 12 vértices da estrutura icosaédrica.
O segundo grupo é formado pelos Rotavirus, Orbivirus, Coltivirus e Phytoreovirus, que
possuem como caracteristica um capsideo mais liso ou quase esférico e sem grandes
projecdes. As particulas virais da familia Reoviridae apresentam 10,11 ou 12 segmentos
gendmicos, constituidos de RNAs de fita dupla lineares (van REGENMORTEL et al.,
2000) (Figura 1). O género RV possui simetria icosaédrica, a particula viral completa
mede aproximadamente 70-90nm de didmetro, ndo é envelopado e € constituido por
trés camadas proteicas. O genoma viral é constituido de 11 segmentos de RNA de fita
dupla (RNAf.d.), nos quais sao codificadas seis proteinas estruturais (Viral Protein),
VP1-4, VP6 e VP7, e seis nao estruturais (Not Structural Protein), NSP1-6
(DESSELBERGER, 1989; ESTES; KAPIKIAN, 2007).

No capsideo interno ou “core” estao presentes as proteinas VP1 (125kDa),
codificada pelo segmento 1, considerada a RNA polimerase dos RV, a VP2 (94kDa),
segmento 2, a mais abundante do “core” viral e altamente imunogénica, e a VP3
(88kDa), codificada pelo segmento 3, a qual apresenta atividade de guanililtransferase
A proteina VP1 e VP3 ligam-se diretamente ao RNA (ESTES; COHEN, 1989;
PATTON; CHEN, 1999). Na camada intermediaria, est4d a proteina VP6 (41kDa),
altamente antigénica e imunogénica, comportando os antigenos de grupo e
subgrupo dos RVA.

No capsideo externo encontram-se as proteinas VP4 e VP7, responsaveis
pelas interacdes iniciais do virus com a célula hospedeira. A proteina VP7 (37kDa) é
uma glicoproteina, altamente imunogénica, apresentando o antigeno especifico para
sorotipo e gendtipo de RVA do capsideo externo; é a segunda mais abundante e
constitui 30% da proteina do virion. Forma a matriz do capsideo, sendo responsavel
pela indugdo dos anticorpos neutralizantes, incluindo aqueles sorotipo-especificos
(MATTION; COHEN; ESTES, 1994). A proteina VP4 possui massa molecular de 88
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kDa, 775 aminoacidos e constitui 1,5% da proteina do virion. Constitui-se em uma
hemaglutinina e pode sofrer clivagem proteolitica resultando na formacao dos peptideos
VP5 (60 kDa) e VP8 (28 kDa), que sao ligados por um peptideo de conexao sensivel a
acdo de proteases, formando espiculas virais. E a proteina responsavel pela ligagao
dos RVA aos enterécitos, sendo associada a diversas fung¢des bioldgicas, tais como:
atividade hemaglutinante de algumas amostras de RVA, restricdo ao crescimento em
culturas de células e viruléncia (Figura 2) (ZARATE et al., 2000; ESTES, 2001).

FIGURA 1 - REPRESENTAGAO TRIDIMENSIONAL DA MORFOLOGIA DOS ROTAVIRUS
FONTE: www.carlgoodman.co.uk/.../scientific-1.html
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FIGURA 2 - CORTE TRIDIMENSIONAL DA PARTICULA VIRAL INDICANDO AS CAMADAS PROTEICAS
DOS RV

FONTE: Adaptado de Glass et al. (2006)

NOTA: VP1, VP2 e VP3: core viral; VP6: camada intermediaria e VP4 e VP7: camada externa.

As seis proteinas nao estruturais (NSP) identificadas de NSP1 a NSP6 sao
encontradas nas células infectadas e codificadas respectivamente pelos segmentos
5,7,8,10,11. A NSP4 codificada pelo segmento 10 tem sido muito estudada, pois
desempenha um importante papel na morfogénese viral e na viruléncia, atuando
como uma enterotoxina (BALL et al., 1996; RAMIG, 2004).

Sao conhecidos sete grupos distintos de RV até o momento, denominados
de A a G, os quais sao caracterizados pelas diferencas antigénicas encontradas na
proteina VP6. Essa proteina constitui o capsideo intermediario dos RV, compondo
cerca de 51% do virion, sendo, portanto, a proteina mais abundante. Os RV
pertencentes ao grupo A, B e C tém sido identificados tanto em humanos como em
animais, enquanto os do grupo D, F e G foram descritos somente em animais
(ESTES, 2001; RAHMAN et al., 2005). Os grupos B a G nao sao detectados por
técnicas sorolégicas convencionais, em funcdo da proteina VP6 ser diferente da
encontrada nos RVA (KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK, 2001).

Os RVA também séo classificados em quatro subgrupos (I, Il, I e Il, ndo | e
nao ll), utilizando determinantes antigénicos localizados na proteina VP6 (KAPIKIAN;
HOSHINO; CHANOCK, 2001; CIARLET; ESTES, 2002). Posteriormente, a partir da
caracterizagdo molecular, reorganizou-se esta classificagdo em somente dois
genogrupos, o genogrupo |I: SGI e genogrupo II: SGII, SGI+ Il, e SG nao-l, nao-ll
(ITURRIZA-GOMARA et al., 2002).
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Com base na especificidade antigénica das proteinas do capsideo externo, a
VP4 e VP7, os RVA sao classificados ainda em sorotipos e/ou gendétipos. Os
sorotipos sao determinados por ensaios utilizando soro hiperimune ou anticorpos
monoclonais e os genétipos por meio do sequenciamento, amplificacdo ou hibridizagao
dos genes que codificam essas proteinas (SANTOS, 2002).

De acordo com a especificidade da proteina VP7, os sorotipos sdo designados
de G, devido ao fato de essa proteina ser glicosilada (ESTES, 2001). Séao
conhecidos até o momento pelo menos 15 sorotipos e 23 gendtipos G (G1-G23),
identificados com base na andlise da sequéncia do gene VP7 (ABE et al., 2009;
URSU et al., 2009; ALADIN et al., 2010).

Os sorotipos baseados na especificidade da proteina VP4 sao designados de
P, por serem sensiveis a protease. A clivagem proteolitica da VP4 resulta na formagao
dos peptideos VP5 e VP8. O peptideo VP5 esta associado a atividade de neutralizagao
cruzada entre diferentes tipos de VP4, enquanto a VP8 contém a maioria dos epitopos
associados a reacoes tipo-especificas. Devido a ocorréncia de reagdes cruzadas
causadas pelo peptideo VP5, nao se estabeleceu ainda uma correspondéncia para a
proteina VP4 entre os resultados obtidos por métodos soroldgicos e os obtidos por
genotipagem. O estudo do gene que codifica a proteina VP4, pelo sequenciamento
de nucleotideos, estabeleceu até o momento 31 gendétipos P (P[1]-P[31]) e somente
15 sorotipos (P1A, P1B e P2 A P14) de RVA (KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK,
2001; ESTES; KAPIKIAN, 2007; SCHUMANN et al., 2009, ABE et al., 2009; ALADIN et
al, 2010). Pelas vérias limitacbes apresentadas pelos métodos sorolégicos, a
genotipagem passou a ser adotada como melhor opcao para a caracterizacdo dos
RVA, possibilitando 0 acesso a importantes informagdes sobre a epidemiologia desses
agentes (GOUVEA et al., 1990; GENTSCH et al., 1996).

A classificagéo dos RVA é dada com base em um sistema binario representado
pelas proteinas VP4 (gene 4) e VP7 (gene 9) (ESTES, 2001; KAPIKIAN; HOSHINO;
CHANOCK, 2001). Na nomenclatura atual, os RVA sao especificados primeiro com o
sorotipo P, se disponivel, depois pelo gendtipo P entre colchetes, seguido pelo
genotipo G, como, por exemplo, a amostra protétipo "Wa", designada P1A[8] G1.

Alem das proteinas VP4, VP6 e VP7, também foi especificada em RV humano
e animal a proteina nao estrutural NSP4 (gene 10), nas quais foram identificados
cinco gendtipos, A-E, diferentes, dos tipos G e P (KIRKWOOD, PALOMBO, 1997;
CIARLET et al, 2000; LIN; TIAN, 2003). Recentemente um novo sistema de
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classificacao para os RVA foi proposto por Matthijnssens et al. (2008b), baseado nas
propriedades moleculares dos 11 segmentos de seu genoma. Por meio dessa
analise foram descritos os seguintes gendétipos: 13 | (VP6- capsideo intermediario), 6
R (VP1- RNA polimerase), 6 C (VP2- proteina do core), 7 M (VP3-
metiltransferase),16 A (NSP1- antagonista do interferon), 6 N (NSP2- NTPase), 8 T
(NSP3- intensificadora de traducao), 12 E (NSP4- enterotoxina) e 8 H (NSP5-
fosfoproteina) (MATTHIJNSSENS et al., 2008b; MATTHIUNSSENS et al.,, 2009b;
SOLBERG et al., 2009; TROJNAR; OTTO; JOHNE, 2009; URSU et al., 2009). Esse
sistema de classificagdo permitira descrever transmissdes interespécies e rearranjos
de cepas de RV humano e animal (RAHMAN et al., 2007; TSUGAWA; HOSHINO,
2008; MATTHIINSSENS et al, 2008a; MATTHIINSSENS et al, 2009a;
SCHUMANN et al., 2009).

2.2.2 Analise de eletroferotipos dos RVA

O perfil caracteristico dos segmentos gendbmicos dos RVA pode ser
observado pela sua disposicdo apdés uma eletroforese em gel de poliacrilamida
(EGPA). Os segmentos sao distribuidos em quatro classes de tamanho, sendo
numerados pela ordem de migracao no gel: classe | (genes 1,2,3 e 4), classe Il (genes
5 e 6), classe lll (genes 7,8 e 9) e classe IV (genes10 e 11).

Por meio da analise do perfil eletroforético pode-se caracterizar as amostras
de RVA obtidas em cultura celular e isolada de fezes, revelando a cocirculagéo de
amostras com perfis diferentes durante uma epidemia. A migragao dos segmentos 10 e
11 define trés perfis distintos: longo (L), curto (S) e supercurto (SS), sendo utilizados na
classificacdo dos RVA (MATSUI et al., 1990; KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK, 2001).
A diversidade de eletroferotipos deve-se talvez a eventos como: mutagdes,
rearranjos e reagrupamentos que podem ocorrer nas infecgdes mistas (Figura 3)
(LOURENGO et al., 1981; SANTOS et al., 2008).
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FIGURA 3 - PERFIL ELETROFORETICO DOS SEGMENTOS DO GENOMA DE RVA

FONTE: O autor (2011) .
NOTA: A ESQUERDA- Representagdo dos 11 segmentos dos RVA; A DIREITA- Gel de poliacrilamida e

corado com nitrato de prata na técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA). Linha A
controle positivo:cultura celular da cepa SiRV-A/SA11; Linhas B a G amostras positivas para

rotavirus do grupo A de pacientes do Hospital de Clinicas.

2.2.3 Replicacao viral

As células MA-104 (linhagem celular fetal derivada de rim do macaco
rhesus) e Caco-2 (linhagem celular derivada de carcinoma de c6lon humano) tém
sido utilizadas in vitro para elucidar a replicacdo dos RVA (ESTES, 1996). O principal
sitio de replicacao viral in vivo dos RVA é o intestino delgado, em particular o jejuno,
especificamente nas células epiteliais maduras que revestem as microvilosidades
intestinais, os enterécitos. Por meio da proteina VP4, ocorre a adsor¢do do virus a
célula pela utilizagdo de receptores como o &cido sialico ou gangliosideos. Varios
eventos ocorrem antes da penetragéo do virus na célula, como interagdes sequenciais
com varios ligantes e modificagcbes conformacionais nas proteinas do capsideo externo.
A VP4, pela acao da tripsina, sofre clivagem, dando origem a duas subunidades, a
VP5 e VP8, aumentando a infecciosidade viral (ESTES, 2001; ARIAS et al., 2004).

A entrada do virus na célula pode ocorrer de duas maneiras, pela penetracao
direta através da membrana citoplasmatica ou por endocitose (ESTES, 2001; ARIAS
et al., 2004). A particula viral, apds a entrada na célula, é desnudada, sendo chamada
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de DLP (particula de duas camadas), as quais sao ativas na transcricao. A partir da
VP1, que possui atividade de RNA polimerase RNA-dependente, sdo sintetizados os
primeiros transcritos de RNA. Esses transcritos funcionam como fitas de RNAm,
sendo que partes servem de moldes para a sintese das proteinas estruturais e nao
estruturais dos RVA, nos ribossomos livres, e partes, servem como moldes do
RNAf.d., para a formacao do genoma da progénie viral (ESTES, 1996).

Os processos de replicagdo do RNA, empacotamento do genoma e 0s primeiros
estagios de montagem da DLP, ocorrem dentro dos viroplasmas (inclusdes
citoplasmaticas) (GONZALES-IOZA; POLANCO-MARIN; PUERTO-SOLIS, 2000). Ao
iniciar o brotamento para o interior do reticulo endoplasméatico (RE), pela interagcao
das particulas com a proteina NSP4, acontece a formagédo do envelope transitério,
que posteriormente € substituido pelo capsideo externo. O processo de maturagéao
final somente ocorre com elevada concentragdo de fons Ca®*, para a estabilizagdo
do capsideo externo. Ao final do ciclo infeccioso, a progénie viral é liberada por lise
das células hospedeiras, as quais irdo infectar outros enterdcitos (ALTENBURG;
GRAHAM; ESTES, 1980; RAMIG, 2004).

2.3 TRANSMISSAO E PATOGENIA

Os RVA séao transmitidos principalmente pela via oral por meio da ingestao
de agua e alimentos contaminados com fezes e também pelas maos e objetos
contaminados. Estabelecimentos fechados como escolas, creches, hospitais e asilos
sé@o locais de grande propagacao dos virus (KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK,
2001). Durante a fase aguda da diarreia, um trilhdo de particulas virais sao
excretadas e apenas dez particulas ja sdo consideradas infectantes e suficientes
para causar a doenca (WARD et al., 1986).

Segundo alguns autores, existem relatos da transmissao por via respiratéria,
devido a ocorréncia de doencas respiratérias em pacientes com gastroenterite por
RVA e relatos de deteccao de RVA no trato respiratério superior (GURWITH et al.,
1981; COOK et al., 1990; ZHAORI et al., 1991; ZHENG et al., 1991).

Os RVA infectam os enter6citos maduros das vilosidades apicais do intestino

delgado, que possuem funcdo de absorcdo. Durante a multiplicacdo dos RVA,
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ocorrem a morte e a descamacao das células das vilosidades; esse efeito deletério
de natureza litica resulta num quadro diarreico de natureza osmética devido ao
efluxo de liquidos (LUNDGREN; SVENSSON, 2001; KAPIKIAN; HOSHINO;
CHANOCK, 2001). Foi proposto por alguns autores que, a partir do momento em
que a proteina NSP4 participa do processo de replicagao viral, ocorre um influxo de
Ca'™ do interior do reticulo endotelial para o citoplasma, o que levaria a um
desequilibrio eletrolitico, provocando a secregéao de ions Ca++, ocasionando, assim,
o processo diarreico (DONG et al., 1997; MORRIS et al, 1999). Também ja foi
observada a diminuigdo dos niveis de dissacaridases (maltase, sacarase, lactose) e
de absor¢ao da D-xilose (KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK, 2001). Dados recentes
configuram o envolvimento do sistema nervoso auténomo intestinal como efetivo
indutor da secrecao de liquidos e eletrélitos (LUNDGREN; SVENSSON, 2003). Em
termos gerais, a patogenia das infecgdes por RVA apresenta-se mais complexa do
que a originalmente estabelecida, devido a possiveis envolvimentos de multiplos
mecanismos fisiopatolégicos (ESTES, 2001; KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK,
2001).

2.4 EPIDEMIOLOGIA

Os RVA sao considerados os principais agentes de importancia
epidemildgica das infecgdes em humanos, sendo alvo das estratégias de vacinacao
implementadas até o momento (GENTSCH et al,, 1992; PARASHAR et al., 2003;
PARRA et al, 2007). Os RV do grupo B foram associados a varios surtos de
gastroenterite grave na China (KRISHNAN et al, 1999). Enquanto os do grupo C
foram detectados em varios locais do mundo (MACKOW, 1995; OTSU, 1998). No
Brasil, os primeiros achados para este grupo foram descritos por Pereira et al.
(1983), em uma crianca portadora de diarreia aguda na cidade do Rio de Janeiro. Na
sequéncia, varios estudos nas diversas regides do Brasil detectaram este patégeno
(PEREIRA et al., 1983; GABBAY et al., 1989; TEIXEIRA et al.,1998; SOUZA et al.,
1998).

Em individuos com imunodeficiéncia primaria, principalmente as relacionadas

as células T, assim como nos que foram submetidos a transplantes, os RVA podem
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ocasionar diarreia crénica com excrecao viral prolongada (KAPIKIAN; CHANOCK,
1996).

No Brasil, apés a primeira descricao dos RVA, por meio da microscopia
eletrénica, realizada por Linhares e colaboradores em 1977, inUmeros outros estudos
foram realizados (PEREIRA et al., 1983; TIMENETSKY; SANTOS; GOUVEA, 1994;
LEITE et al.,, 1996; ALFIERI et al., 1999; MENEGHETTI et al., 2001; DA ROSA E
SILVA; NAVECA; PIRES DE CARVALHO, 2001; SOUZA et al., 2003; SANTOS;
HOSHINO, 2005). Os indices de prevaléncia das diarreias associadas aos RVA
encontrados variaram de 12% a 42% (LINHARES, 2000; CARDOSO et al., 2003;
COSTA et al., 2004b; CAUAS et al., 2006; MUNFORD et al., 2007). Em hospitais,
aproximadamente 40% dos casos s&o de origem nosocomial (GUSMAO et al., 1995;
WIDDOWSON et al., 2000).

Estudos realizados em diversos paises mostram que os RVA possuem
ocorréncia universal, em que se observa uma distribuicdo sazonal. Nos paises de clima
temperado, sdo mais frequentes nos meses mais frios, ja nas regides de clima tropical, os
RVA ocorrem ao longo de todo o ano (COOK et al., 1990; KAPIKIAN; HOSHINO;
CHANOCK, 2001).

Semelhante distribuicdo sazonal ocorre no Brasil; nas regides Centro-Oeste,
Sudeste e Sul, durante os meses mais frios, onde os indices pluviométricos sdo
menores, ocorre a maior incidéncia de RVA (COIRO et al., 1985; CARDOSO et al.,
1992; GOMES et al., 1991; LINHARES, 2000). Nas regides Norte e Nordeste, as
gastroenterites por rotavirus acontecem ao longo de todo o ano (LINHARES et al.,
1989; STEWIEN et al.,, 1991; CAMPOS et al., 2003; CARVALHO-COSTA et al.,
2011).

Os principais tipos G humanos, conhecidos como usuais, de RVA sao G1,
G2, G3, G4 e, atualmente, representando o quinto genédtipo mais comum em todo o
mundo, o0 G9. O gendtipo G1 € considerado o mais prevalente, sendo encontrado
em diferentes lugares do mundo em uma frequéncia que varia de 36% a 74%
(GENTSCH et al., 2005; SANTOS; HOSHINO, 2005; KHAMRIN et al., 2006). O tipos
G1, G3, G4 e G9 sao normalmente associados com P[8], enquanto o tipo G2 esta
associado ao P[4] (ESTES, 2001).

Para os RVA tipos G, além dos genétipos usuais, existem combinacdes
consideradas como incomuns ou n&o usuais, descritas em todo o mundo e

associadas a diarreias agudas, com frequéncias variaveis, em torno de 27% na
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Africa, 14% na Asia, 11% na América do Sul, 5% na América do Norte, 1,4% na
Europa e 0,1% na Australia (SANTOS; HOSHINO, 2005). Entre os gendétipos
considerados incomuns esta o G5, identificado em criangas com diarreia grave no
Paraguai, Camaroes, Argentina, Vietna e Republica Popular da China (GENTSCH et
al., 2005; AHMED; ANH; NAKAGOMI, 2007; DUAN et al., 2007; ARAUJO et al,
2007a). No Brasil, esse genotipo foi encontrado na década de 1990, em criancas com
diarreia (GOUVEA et al., 1994b e c; LEITE et al., 1996; CARMONA et al., 2004). Foi
descrita no Brasil uma infeccdo mista ndo usual de RVA com os tipos G5+G11
(TIMENETSKY et al., 1997) e em recentes achados no Piaui, as cepas G1+G5 e
combinagdes nao usuais como P[1]G5 e P[1] +P[8]G5 (MACEDO et al., 2007).
Também ja registrado em todo o mundo, porém com uma incidéncia baixa, o G12
(GRIFFIN et al., 2002). Com importancia epidemiolégica na Africa foi encontrado o
genotipo G8 e o gendtipo G10, descrito em bovinos, foi encontrado associado a
infeccdes em humanos na india (MATTHIJNSSENS et al, 2006; ITURRIZA-
GOMARA et al., 2004; GHOSH et al., 2007). No Brasil estudos realizados apontaram
uma significativa proporcao de casos com os genédtipos G8 e G10 associados com a
diarreia aguda infantil (GOUVEA et al., 1994a; LEITE et al., 1996; SANTOS et al.,
1998; ITURRIZA-GOMARA et al., 2004).

Para os RVA tipos P, os mais comumente encontrados em todo o mundo
sao P1A[8] e P1BJ[4], sendo os responsaveis por mais de 90% dos casos de diarreia por
RVA. Entre os tipos P menos comuns, estdo o P[6] detectados na Africa e no Brasil.
(GENTSCH et al., 1996, SANTOS; HOSHINO, 2005; LINHARES et al., 2002).
Também foi encontrado outro tipo considerado incomum em nosso territorio, o P[9]
(LEITE et al., 1996; SANTOS, 2002).

Estudos epidemioldgicos realizados em todo mundo e no Brasil identificaram a
circulagao de cinco tipos principais de combinagbes de G e P, causadores da diarreia
em humanos: P[8] G1; P[4] G2; P[8] G3; P[8] G4 e P[8] G9 (CASTELLO et al., 2004,
SANTOS; HOSHINO, 2005; GLASS; PARASHAR, 2006; ESTES; KAPIKIAN, 2007;
LEITE; CARVALHO-COSTA; LINHARES, 2008; MASCARENHAS et al, 2010). A
cepa P[8] G1 representa aproximadamente 65% dos tipos de RVA identificados no
mundo (SANTOS; HOSHINO, 2005). Em estudos conduzidos na América Latina e na
América do Norte, esse tipo foi responsavel por 40% e 70% das infeccdes por RVA,
respectivamente (CASTELLO et al, 2004; SANTOS; HOSHINO, 2005). Entre os

genodtipos ndo usuais, em estudos realizados por Linhares et al. (2002), entre
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neonatos hospitalizados, foi encontrada a circulacdo do gendtipo P[6]G2, causando
somente infeccdes assintomaticas (LINHARES et al., 2002), também foi encontrado no
Brasil em criangas com diarreia o G5P[7], comum em porcos (ESONA et al., 2009).

No Brasil as frequéncias das combinacdes binarias variam de acordo com o
ano e o local da amostra. Varios genétipos de RVA podem cocircular em uma
mesma regido a cada ano, porém somente um determinado gendtipo em geral
predomina durante um ou dois anos, apds esse tempo, uma nova variedade antigénica
dominante emerge, isso provavelmente se deva a pressao imunolégica (LINHARES
et al, 1993; KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK, 2001; SANTOS et al., 2003;
ITURRIZA-GOMARA et al., 2004).

2.5 MANIFESTAGOES CLINICAS E IMUNIDADE

O periodo de incubacao do RVA varia de 24 a 72 horas, a doenca tem inicio
abrupto com vémitos, febre, dor abdominal e diarreia aquosa profusa. Os vémitos
em geral sdo intensos e a febre, um dos principais sintomas, ocorre em mais da
metade dos casos (OLIVEIRA; LINHARES, 1999; LINHARES et al., 2005). A diarreia
€ de caracter explosivo, com alta frequéncia de evacuagdes aquosas e geralmente
autolimitada, com duracao de aproximadamente trés a oito dias. A excrecao viral
precede o inicio da doenga propriamente dita, alcangando um pico entre 72 a 96 horas
subsequentes a emergéncia dos sintomas (RUUSKA; VESIKARI, 1990;
GREENBERG; CLARK; OFFIT, 1994; KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK, 2001;
OLIVEIRA et al., 2007).

As complicagbes mais graves da diarreia se revelam mais frequentes nas
gastroenterites por RVA, se comparadas aquelas de outras etiologias infecciosas
(bactérias, protozoarios). As principais complicacdes sao desidratagdo, desnutricao,
acidose, hipernatremia, deplecao de potassio e edema (LINHARES et al, 1989;
COLUCHI et al., 2002). Infecgdes mistas, envolvendo RVA e outros enteropatdégenos
podem ocorrer com relativa frequéncia, contribuindo para exacerbar alguns sintomas,
como, por exemplo, a dor abdominal (LINHARES, 1983; GUSMAOQ et al., 1995).

Um sistema de escore € utilizado para mensurar a severidade dos quadros

diarreicos, este escore reune diversos parametros clinicos, tais como: a duragéo e
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frequéncia da diarreia, dos vomitos, da febre, se hd desidratagdo e necessidade de
tratamento. Esses parametros recebem uma pontuacdo com um somatério maximo
de 20 pontos. Sao considerados como um quadro leve de diarreia, 0s escores
clinicos obtidos de 0 a 8, como moderado, de 9 a 14, e acima de 14 é considerado
um quadro clinico severo (FLORES et al., 1987).

Ha relatos de quadros atipicos associados as manifestacées gastrointetinais,
como as encefalites; alguns autores encontraram acido nucleico de RVA, no liquido
céfalo-raquidiano (LCR), utilizando a técnica de RT-PCR (YOSHIDA et al.,, 1995;
PANG; JOENSUU; VESIKARI, 1996; BARNES et al, 1997). Porém, relatos
questionam a real natureza patogénica dos RVA nas doencas do sistema nervoso
central (LYNCH et al., 2001). As manifestagbes respiratorias associadas aos vomitos
também foram descritas, com detecgao viral na orofaringe e no trato respiratério
(ZHENG et al., 1991). Alguns relatos de outros processos morbidos, alguns incomuns,
associados aos RVA também ja foram descritos, destacando-se a sindrome de
Kawasaki (MATSUNO; UTAGAWA; SUGIURA, 1983); o exantema subito (SAITOH;
MATSUNO; MUKOYAMA, 1981); a intussuscepcao (KONNO et al., 1977; NICOLAS
etal., 1982); o abcesso hepatico (GRUNOW; DUNTON; WANER, 1985); a
coagulagao intravascular disseminada (LIMBOS; LIEBERMAN, 1996); a hepatite
transitoria (OISHI et al., 1991); a enterocolite necrotisante (MOGILNER et al., 1983);
a pneumatose intestinal da infancia (KAPIKIAN; CHANOCK, 1996). Em
imunodeprimidos, criancas infectadas pelo HIV, embora haja relatos de diarreia
prolongada, n&o foi encontrada maior gravidade na doenga causada pelos RV
(SAULSBURY; WINKELSTEIN; YOLKEN, 1980; OSHITANI et al., 1994; CUNLIFFE
et al.,, 2001).

Os mecanismos responsaveis pela imunidade as infecgdes por RV ndo foram
totalmente elucidados, varios estudos experimentais utilizando modelos animais tém
ajudado a entender o papel dos anticorpos da imunidade sistémica e local (WARD,
1996). A proteina VP6 possui potencial imunogénico, os anticorpos para esse
determinante antigénico, que estdo presentes nas secre¢des entéricas, refletem o
potencial neutralizante da IgA na mucosa do intestino (LINHARES et al., 2005).

Em neonatos, o curso clinico da infecgdo é frequentemente assintomatico,
ou resulta numa diarreia mais leve, provavelmente os anticorpos transferidos pelo
leite materno conferem protecao (LINHARES et al., 1989). Ha relatos de circulagéo de

cepas de baixa viruléncia entre 0os neonatos, as quais conferem significativa protecao
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contra infecgdes posteriores de maior gravidade (BISHOP et al.,, 1996; BISHOP et
al., 1983; BHAN et al., 1993; GUSMAO et al., 1999). No entanto a protecao conferida
por anticorpos maternos, transferidos via aleitamento, é controversa, uma pesquisa
realizada em Bélem, na década de 1980, ndo encontrou efeito protetor claro
(LINHARES, 2000). A hipétese levantada € que essa protecdo s6 ocorra para as
doencas mais graves (CDC, 1999a). Segundo estudos, as infecgdes podem ocorrer
em qualquer idade, porém a maior incidéncia da doenga se concentra nas criangas
pertencentes a faixa etaria de 6 a 24 meses de idade (CARDOSO et al., 2003;
BERNSTEIN, 2007; DEY et al., 2009). Nas criangas maiores de 24 meses de idade,
foi observado um indice menor de infec¢do, o que reforga alguns estudos realizados
que apontam a imunidade adquirida apos os dois anos de vida, devido ao fato de
que grande parte das criangas nessa faixa etaria ja tenha tido contato com o agente
(VELASZQUEZ et al., 2000; JIANG; GENTSCH; GLASS, 2002).

2.6 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DOS RVA

As manifestacdes clinicas das infec¢des causadas pelo RVA sozinhas nao
séo suficientes para permitir o diagnédstico, ja que os sintomas da gastroenterite sdo
similares aos causados por outros patdgenos; ha, portanto, a necessidade de uma
confirmagdo laboratorial (YOLKEN; WILDE, 1994). O diagndstico laboratorial nas
infeccbes causadas pelos RVA se torna uma ferramenta importante, pois orienta a
conduta meédica, minimizando o uso da antibioticoterapia. Ja nas notificacdes
epidemioldgicas, permite a identificagdo correta do agente etioldgico, possibilitando
que a vigilancia epidemiolégica tome medidas eficazes de controle precocemente
(CARRARQO et al., 2008). A coleta do espécime fecal nos primeiros dois a cinco dias
do inicio dos sintomas é ideal para a deteccao do virus, pois nesse periodo ocorre
maior excrecao viral (KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK, 2001).

A microscopia eletrénica (ME) é um procedimento de rapida execucéo e alta
especificidade, sendo utilizado até hoje; porém, o uso em larga escala se torna inviavel
devido ao alto custo do equipamento, sendo o seu uso restrito a alguns centros de

pesquisas. Pesquisas utilizam a ME, como "padrao-ouro”, sendo indicada para avaliar
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resultados discrepantes de outras metodologias (KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK,
2001; ESTES et al., 2007).

A cultura celular utiliza as linhagens celulares MA104 (células de rim de
macaco) e a CaCo-2 (células de carcinoma de colon humano) (ALMEIDA; HALL, 1978;
SATO et al, 1981; RODRIGUES et al, 2004). Porem a sua utilizagdo para
diagnéstico ndo é recomendada, pois a propagacao do virus é muito lenta e dificil,
sendo seu uso importante para pesquisas (PURDHAM et al., 1975; SANTOS, 2002).

Os métodos mais utilizados baseiam-se na detecgdo de antigenos virais,
dentre estes o ensaio imunoenzimético (EIE) que emprega anticorpos monoclonais
ou policlonais dirigidos a VP6, proteina que constitui o capsideo interno, comum aos
RVA. Existem diversos kits disponiveis no mercado, de facil execugdo, com elevada
sensibilidade e que permite testar varias amostras ao mesmo tempo, porém podem
apresentar custos mais elevados, o0 que pode limitar o seu uso em laboratérios de
pequeno porte e em paises em desenvolvimento (BEARDS et al., 1984; FLEWET et
al., 1989; LINHARES, et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007). Outro método que que se
baseia na detecgao viral é a aglutinacao em latex (AL), uma técnica rapida, pratica e
de baixo custo, que consiste na deteccao de antigenos de RVA em suspensao fecal,
empregando particulas de latex sensibilizadas com anticorpos especificos para a
proteina VP6 dos RVA (BRANDT et al, 1987). Inimeros kits também estdo
disponiveis no mercado para essa metodologia, seu uso é recomendado aos pequenos
laboratorios e, sob condicées adequadas, aos consultérios médicos. Devido a grande
variedade de marcas, frequentemente pesquisas sdo realizadas para avaliar a
acuracia e a aplicacao pratica desses testes (LIPSON et al.,, 1990; STEELE et al.,
1994; FERREIRA et al., 2006).

A eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) é utilizada para deteccao e
caracterizagdo do genoma dos RV. Possui uma boa sensibilidade e alta
especifidade, além de permitir a identificacdo de RV pertencentes a outros grupos e
infeccbes mistas que possam estar presentes no individuo. Consiste primeiro na
obtencdo do RNA viral, por meio de métodos de extragdo, seguido pela sua
aplicagdo em um gel de poliacrilamida, o qual é submetido a uma corrente
constante, em que ocorre a migracdo dos 11 segmentos pela diferenga entre seus
pesos moleculares (HERRING et al., 1982; KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK, 2001;
SANTOS, 2002).
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Além dos métodos acima citados, com a introdug@o da biologia molecular,
outras metodologias surgiram, entre elas a hibridacdo com sondas marcadas, os
isétopos radioativos, a genotipagem por microarranjos € a transcriptase reversa
seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT- PCR) (LOVMAR et al., 2003;
LINHARES et al., 2005). A RT-PCR é um método que possui alta sensibilidade e
especificidade, sendo utilizada atualmente em pesquisas, para classificar os diversos
gendtipos de RVA existentes. Com base na amplificagdo enzimatica dos genes das
proteinas VP4 (tipos P) e VP7 (tipos G) e com a utilizagdo de iniciadores
consensuais especificos (GOUVEA et al.,, 1990; WILDE et al., 1991; GENTSCH et
al., 1992; DAS et al, 1994; GUNSON et al, 2003; OLIVEIRA et al, 2007).
Atualmente tém sido empregada a técnica de RT-PCR em tempo real, no qual
estudos mostraram ser mais sensivel e rapida do que a técnica convencional de RT-
PCR (MACKAY; ARDEN; NITSCHE, 2002; KANG et al., 2004; ZENG et al., 2008;
NORDGREN et al., 2010).

2.7 TRATAMENTO E PREVENGAO DA INFECGAO POR RVA

Nao existe tratamento especifico para a doenga causada pelos RVA. O
tratamento € o mesmo instituido para as doencas diarreicas agudas, uma dieta
habitual deve ser mantida, consistindo na reposicao de fluidos e eletrdlitos perdidos
pelos vomitos e pela diarreia, para evitar as complicagées que podem surgir como a
desidratacdo grave e os disturbios eletroliticos (BEZERRA et al., 1992). O uso de
antimicrobianos sédo contraindicados, assim como os antidiarreicos, pois retardam a
eliminagao das toxinas virais (LINHARES, 1997).

Por meio das técnicas de cultivos celulares in vitro, surgiram as primeiras
investigacbes para o desenvolvimento de uma vacina contra os RVA. Trés
candidatas a vacina foram preparadas e submetidas a avaliagdo em campo, a RIT
4237 e WCS, derivadas de uma fonte bovina e ambas sorotipo G6 e a MMU-18006,
cepa de RV de macaco Rhesus sorotipo G3, associada a trés outras cepas de
origem humana, com especificidade para G1,G2 e G3, de tal forma que a vacina

tetravalente expressava rearranjo de origem simia e humana (BERNSTEIN et al.,
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1990; PEREZ-SCHAEL et al., 1990; VESIKARI et al., 1985; KAPIKIAN; CHANOCK,
1996; FOSTER; WAGSTAFF, 1998; OLIVEIRA; LINHARES, 1999; KAPIKIAN, 2001).
Com o nome comercial de Rotashield™ (RRV-TV - rhesus-human, reassortant,
tetravalent rotavirus vaccine), produzida pelo laboratério Wyeth (EUA), foi licenciada
em agosto de 1998, a primeira vacina para uso humano nos Estados Unidos. Apds
licenciamento e uso em larga escala nos Estados Unidos, em 1999, com mais de um
milh&o de doses ja aplicadas, foram detectados casos de intussuscepgao (invaginacao
intestinal), considerada um evento adverso raro, que pode ser fatal entre os individuos
que tinham sido vacinados (MURPHY et al., 2001). O CDC (Centers for Disease Control
and Prevention) recomendou entdo a suspensao da vacina, € neste mesmo ano ela
foi retirada do mercado (LINHARES; BRESEE, 2000; MURPHY et al, 2003;
SIMONSEN et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007).

Entre as vacinas de carater polivalente, estdo a derivada da amostra WC3,
com virus atenuado de administracdo oral, rearranjo genético humano-bovino,
pentavalente e com especificidades antigénicas G1, G2, G3, G4 e P1A[8], chamada
de Rotateq™, da Merck Research Laboratories, Pensilvania, licenciada em fevereiro
de 2006, nos Estados Unidos, atualmente em circulagdo em 90 paises (HEATON;
CIARLET, 2007; CIARLET; SCHODEL, 2009). Em testes realizados, esta vacina
apresentou elevada protecdo contra as formas graves de diarreia, isencao de
reacbes adversas e rara excrecdo do virus vacinal (HEATON, 2004; GLASS;
PARASHAR, 2006; VESIKARI et al., 2006; MATTHIJNSSENS et al., 2010). E a
vacina RIX4414 de origem humana, com virus atenuado, monovalente, com
especificidade P1A[8] G1, desenvolvida com uma cepa de RV (cepa 89-12) isolada de
uma crianga em 1989, em Cincinati, Ohio (EUA), apds passagens em cultivos
celulares e clonagem (BERNSTEIN et al., 1998). Ela foi licenciada em 2000, com o
nome comercial de Rotarix™, produzida pela Glaxo SmithKline Biologicals, Bélgica.
Em marco de 2006, a Rotarix™ foi incluida no Calendario Basico de Imunizagbes
Brasileiro, em esquema de duas doses, por via oral, aos 2 e 4 meses de idade.

Muitos estudos estdo sendo realizados para avaliar o impacto da introdugéo
da vacinagdo em nosso pais (SALINAS et al., 2005; RUIZ-PALACIUS et al., 2006;
DE OLIVEIRA et al, 2008). Um estudo realizado por ARAUJO et al., (2007),
demonstrou que a vacina foi bem tolerada, e nao revelou nenhum evento adverso
grave, sendo altamente eficaz contra infeccoes graves causadas por RVA de

sorotipo G9, o que confere a vacina protecao cruzada.



33

Recentemente a Rotarix™ foi introduzida em diversos paises como: Autralia,
Austria, Bélgica, Bolivia, Colémbia, Equador, Honduras, México, Peru, El Salvador,
Luxemburgo, Africa do Sul, Estados Unidos e Venezuela (DENNEHY et al., 2008;
CUNLIFFE et al., 2009; VESIKARI et al., 2010).

Ainda, entre candidatas a vacina de origem humana, estdo a RV3, 116E e
1321. A RV3 com especificidade antigénica P[6] G3, isoladas de recém-nascidos
assintomaticos em bercgarios na Austrdlia. A 116E e 1321, isoladas de recém-
nascidos na india, a primeira pertencente ao genétipo P[11] G10 e a segunda, com
especificidade para P[11] G9 (GLASS et al, 2005; BHANDARI et al, 2006;
BHANDARI et al., 2009, RIPPINGER; PATTON; MCDONALD, 2010).

Outras estratégias para o desenvolvimento de novas vacinas reunindo prepa-
ragdes virais nao infecciosas estdo sendo exploradas, por meio de procedimentos
da biologia molecular, e designadas de "vacinas do futuro". Essas preparacdes
compreendem os virus destituido de RNA (particula defectiva), proteinas recombinantes,
peptideos sintéticos e vacinas de DNA integrado a um plasmideo (HERMANN et al.,
1996; IUAZ et al., 1998; NGUYEN et al., 2003; WANG et al., 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DESCRICAO DO ESTUDO

Esta pesquisa foi de carater retrospectivo, com estudo caracterizado como
descritivo e de corte transversal, pois analisou amostras de fezes armazenadas de
pacientes com gastroenterite aguda, ambulatoriais ou hospitalizados no HC-UFPR
que foram encaminhadas ao Laboratério de Virologia do HC-UFPR para pesquisa de
RVA coletadas no periodo de abril de 2001 a dezembro de 2008, portanto tratou-se
de uma amostragem de conveniéncia. E uma pesquisa aplicada, pois visa implantar
o método de EGPA e RT-PCR para diagndéstico laboratorial do RVA no HC-UFPR,

bem como investigar caracteristicas clinico-epidemiolégicas desse virus.

3.2 AMOSTRAS

O setor de Virologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana (HC-UFPR) analisa anualmente em torno de 150 amostras de fezes para a
pesquisa de RVA. Este material foi coletado dos pacientes hospitalizados nas
unidades de pediatria (Servico de Emergéncia, Unidade de Terapia Intensiva e
Infectologia), de pacientes ambulatoriais da pediatria e de pacientes atendidos na
unidade de Transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH). Aliquotas de
todo o material analisado foram armazenadas em temperatura de -70°C, desde
2001, para posterior analise por técnicas de biologia molecular.

Neste estudo foram avaliadas, retrospectivamente, em sua totalidade, 1.140
amostras de fezes, inicialmente foram testadas quanto a presenca de RVA pelos
testes de triagem, aglutinagdo em particulas de latex (AL), (Kit Virotect Rota-Omega
Diagnostics e Kit Rotascreen-Microgen Bioproducts) e (ou) ensaio imunoenzimatico
(EIE), (Kit EIARA-Biomanguinhos, Kit Rotascreen Il - Microgen Bioproducts). Aliquotas
do material analisado foram separadas em frascos livres de RNAses e DNAses e
armazenadas em temperatura de -70°C, para andlise posterior por eletroforese em
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gel de poliacrilamida (EGPA) e reacdo em cadeia da polimerase precedida da
transcriptase reversa (RT-PCR).

Todos os prontuarios dos pacientes submetidos a RT-PCR foram revisados
e o0s dados pesquisados foram anotados em formulario desenvolvido para o
presente estudo (Apéndice 6).

3.2.1 Critérios de inclusao

Amostras de fezes coletadas de pacientes internados ou ambulatoriais (Servigo
de Emergéncia, Unidade de Terapia Intensiva, Infectologia, pediatria e TCTH) atendidos
no HC-UFPR, armazenadas a -70°C que foram encaminhadas ao Laboratério de
Virologia do HC-UFPR para pesquisa de RVA durante os anos de 2001 a 2008.

3.2.2 Critérios de exclusao

Amostras armazenadas em temperatura ambiente ou coletadas em frascos
inadequados, ou seja, frascos reutilizados ou com meio de transporte para pesquisa
de bactérias.

3.3 APROVAGAO NO COMITE DE ETICA

Os procedimentos que envolvem a utilizacdo do banco de amostras clinicas
do laboratério de virologia para a pesquisa de RVA em amostras humanas de fezes
tém a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do HC-
UFPR, sob numero de registro 4441.023/2002-04.
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3.4 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS CLINICAS

As amostras foram processadas de acordo com as instrugdes fornecidas
pelos fabricantes para os testes de triagem, EIE e (ou) AL. Para os testes de EGPA
e RT-PCR, inicialmente, foram preparadas suspensdes fecais a 10% (p/v) para as
fezes semisdlidas ou 50% (v/v) para as fezes liquidas em tampao Tris/HCL (Tris
0,01M (Vetec)/CaCl2 0,015M (Merck) pH 7.2) em tubo de centrifuga. As suspensoes
foram homogeneizadas e centrifugadas (Marca Sigma 2 K15) por 10 minutos a
2000rpm, em temperatura de 4°C. Aliquotas de 200uL da suspensao fecal foram

separadas em tubos tipo eppendorf para a extracao do RNA viral.

3.5 DETECGAO DO ANTIGENO VIRAL

3.5.1 Aglutinagcado em particulas de latex (AL)

Consiste na deteccdo de antigenos de RVA em suspensao fecal,
empregando particulas de latex sensibilizadas com anticorpos especificos para RVA.
O preparo foi realizado com 10% de suspensdo de amostra fecal adicionando 0,1
mL/0,1g de amostra a 1mL de tampéao fosfato/EDTA em um tubo com tampa. Esta
foi colocada em centrifuga a 2000rpm por 10 minutos. Em seguida, 50uL do
sobrenadante foi adicionado no primeiro circulo (circulo teste) juntamente com uma
gota do reagente-teste (latex). No segundo circulo, também foi adicionado 50uL do
sobrenadante juntamente com uma gota do reagente controle; estas misturas sao
homogeneizadas cuidadosamente e mantidas sob agitagdo com movimentos
rotacionais lentos e uniformes por 2 minutos, na sequéncia sao examinados sob uma
fonte de luz forte para a observacao da formacao de aglutinacdo. O controle positivo
deve produzir um resultado positivo (aglutinacdo) dentro de 2 minutos. Como
controle negativo foi usado o tampao do processamento das amostras. Os controles
que nao forneceram os resultados esperados para o teste foram considerados

invalidos.
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3.5.2 Ensaio imunoenzimatico (EIE)

Este ensaio consiste no método "sanduiche", em que os antigenos foram
capturados na fase sélida por soros hiperimunes de cabras e a detec¢ao dos antigenos
foi evidenciada por soros hiperimunes de cobaias. Em seguida, foi adicionado um
anticorpo conjugado Ig de cobaia marcado com a enzima peroxidase. Para
revelacao foi adicionado tetrametilbenzidina (TMB), que sob a acdo da peroxidase, deu
origem a um composto de coloracdo azul que se tornou amarelo com a adicdo de
acido sulfurico. A reacgao foi lida em aparelho fotocolométrico, em comprimento de
onda de 450nm. O teste foi realizado de acordo com as instrucdes fornecidas pelos
fabricantes e os “kits “ utilizados variaram durante os anos estudados de acordo com

a disponibilidade da instituigdo.

3.6 DETECGCAO DO GENOMA VIRAL

3.6.1 Controle positivo e negativo

Para a técnica de EGPA e RT-PCR/nested foi utilizada como controle
negativo agua ultrapura. Para o controle positivo, foram usadas sobrenadantes de
cultura celular da amostra padréo, a cepa SiRV-A/SA11, de RV de macaco, doadas
gentilmente pelo Prof. Dr. José Paulo Gagliardi Leite, pesquisador do Instituto
Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro. Foram utilizados controles positivo e negativo em

todas os ensaios.

3.6.2 Extragdo do RNA viral

Para a extracao do RNA viral foi utilizado o método de Boom et al. (1990),

com algumas modificagdes. Aliquotas de 200uL da suspensédo fecal foram
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separadas em tubos tipo eppendorf e em seguida foram adicionados 800uL de
tampao L6 (Isotiocianato de guanidina (Invitrogen)/0,1 M Tris/HCL (USB) pH 6,4/
0,2M EDTA (Reagen) pH 8.0/Triton X-100 (Agros Organics), homogeneizadas e
incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente, apds foram adicionados 10uL de
silica (Sigma S5631). A mistura foi homogeneizada e incubada sob agitagéo durante
30 minutos em agitador orbital (Cientec CT-145) em temperatura ambiente.
Posteriormente, foi centrifugada a 14.000 x rpm por 30 segundos a temperatura de
4°C, descartado o sobrenadante em frasco apropriado contendo NaOH 10M, em
seguida foram adicionados 500uL de tampéao L2 (Isotiocianato de guanidina/0,1M
Tris/HCL pH 6,4) seguido de homogeneizagao e centrifugado a 14.000 x rpm por 30
segundos, & temperatura de 4°C, o sobrenadante foi novamente descartado.
Ao precipitado foram adicionados 500uL de etanol 70% mantido a temperatura de —
20°C, homogeneizado e centrifugado a 14.000 x rpm por 30 segundos, a
temperatura de 4°C, descartado o sobrenadante. Em seguida foram adicionados
500uL de acetona PA, mantida a temperatura de —20°C, homogeneizado e
centrifugado a 14.000 x rpm por 30 segundos, a temperatura de 4°C, e descartado a
seguir todo o sobrenadante. Apds esta fase, os tubos foram colocados abertos em
termobloco a temperatura de 56°C por 15 minutos para evaporagdo da acetona.
Expirado o tempo, foram adicionados 50uL de &gua ultrapura a mistura,
homogeneizadas e incubadas novamente em termobloco por 15 minutos a 56°C,
com as tampas fechadas dos tubos. Apds, homogeneizadas e centrifugadas a
14.000 x rpm por 3 minutos a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi transferido
para um tubo tipo eppendorf novo, livre de RNAses e DNases e mantido a -70°C até

a sua utilizagéo.

3.6.3 Analise eletroforética

Os segmentos gendmicos de RNA dos RVA foram analisados pela técnica
de eletroforese em gel de poliacrilamida, descrita por Laemmli, (1970), modificada
por Pereira et al. (1983). A corrida foi realizada em uma cuba horizontal (BIORAD)
utilizando um um gel composto por duas fases: uma fase concentradora (gel superior

concentracdo de 3,5% de acrilamida) e uma fase separadora (gel inferior, a uma
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concentracao de 7,5% de acrilamida) (ANEXO 1.4.3). Para a corrida foi adicionada
tampao Tris (Merck)/Glicina (Reagen) e ap6s a aplicacdo da amostra, o gel foi
submetido a uma corrente constante de 200V (Fonte Sigma), por aproximadamente 2
horas. A coloracéao foi realizada segundo protocolo descrito por Herring et al. (1982)
em anexo 1.4.4. Os géis foram fotografados em um sistema de foto e documentagéao
(Vilber Lourmat) e as imagens armazenadas para documentacao, apos os géis foram
descartados em recipientes apropriados.

3.6.4 Transcricao reversa associada a reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)

A obtencdo do cDNA foi realizada com uma solugdo contendo 6uL do
RNAf.d. extraido, 1uL de cada oligonucleotideo especifico (20 pmol dos
oligonucleotideos iniciadores consensuais 4con3 e 4con2 (GENTSCH et al.,, 1992),
utilizados para a amplificacdo de um fragmento de 876 pb do gene da VP4 (P), ou
9con1 e 9con2 (DAS et al., 1994) que amplificaram um fragmento de 904 pb do gene
da VP7 (G) e 4uL de dNTPs (0,5 mM, dATP, dTTP, dCTP, dGTP). Esta mistura foi
incubada a 65°C por 5 minutos e transferidas rapidamente para o gelo. Para cada
amostra foi adicionada 8uL de solucéo constituida de 2,5 pL de tampéao para PCR
(5x), 2uL de DTT (0,1M), 1uL de RNAse OUT (40U/uL), 0,5uL de Superscript™l|
(Invitrogen™, Life Technologies, EUA) e 0,5uL de H»O ultra-pura e incubada em
termobloco (1202 SKS Bio- Medical Instruments LTD) a 42°C durante 50 minutos e
em seguida a 70°C por 15 minutos.

A reacdo de amplificagdo por RT-PCR seguiu a descricao de Gouvea et al.
(1990). As reacoes de RT-PCR foram realizadas em um volume final de 25pL,
contendo 5uL de cDNA, 2,5uL de tampéao para PCR (10x), 4uL de dNTPs (0,5mM,
dATP, dTTP, dCTP, dGTP, Applied Biosystems), 1uL de Cloreto de Magnésio 50mM
(Invitrogen), 1uL de cada iniciador 9con1/9con2 ou 4con2/4con3, e 0,25yl da enzima
Platinum® Taq DNA polimerase (1,25 U) (Invitrogen™, Life Technologies, EUA).
A amplificacdo foi realizada em termociclador (Techne e Eppendorf) na seguinte
sequéncia: um ciclo de desnaturacéo inicial a 94°C por 3 min, 40 ciclos de 94°C por
45 s, 45°C por 45 s e 72°C por 1 min, seguidos por uma etapa de extensao final a
72°C por 10 min (APENDICE 2 E 4).
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3.6.5 Genotipagem por nested RT-PCR muiltiplex

Foram realizados gel de agarose em todas as amostras apos o primeiro PCR.
Para a nested-RT-PCR multiplex, primeiramente foi utilizada aliquotas de 1pL das
diluicdes do primeiro PCR, ap6s a visualizacdo em gel de agarose das bandas.
Quando as bandas apresentavam excesso de material ou bandas duplas, estas
amostras foram diluidas a partir de 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10.000, 1:100.000 até
1:1.000.000 do produto da PCR e a nested-RT-PCR multiplex foi repetida. O mix
para a nested-RT-PCR constituiu de 4uL de dNTPs (0,5mM, dATP, dTTP, dCTP,
dGTP, Applied Biosystems), 2,5uL de tampéao para PCR (10x), 1uL de Cloreto de
Magnésio 50mM (Invitrogen), 0,25uL da enzima Platinum® Taq DNA polimerase,
1,25U (Invitrogen™, Life Technologies, EUA), 1uL de iniciador consensual tipo G,
9con1, com 1uL dos iniciadores especificos 9T1-1 (G1-humano), 9T1-2 (G2 -
humano), 9T-3P (G3 - humano), 9T-4 (G4 - humano), FT5 (G5 - animal) denominado
de pool A; HT8 (G8 - animal), 9T-9B (G9 - humano) e ET10 (G10 - animal)
denominado de pool B; DT6 (G6 - animal) e BT11 (G11 - animal) denominado de
pool C (DAS et al., 1994; GOUVEA et al., 1994b) (Quadro 1). Para os gendtipo-
especificos empregados para a determinagdo dos genoétipos P foram utilizados 1puL
de iniciador consensual tipo P, 4con3, juntamente com 1uL dos iniciadores
especificos 2T-1 (P[4]), 3T-1 (P[6]), 1T-1 (P[8]) e 4T-1 (P[9]) denominado de pool A,
o iniciador pNCDV, especifico para o genétipo P[1] foi utilizado juntamente com o
iniciador consensual 4con2 (GENTSCH et al., 1992; GOUVEA et al., 1994c),
totalizando um volume final de 25uL. O processo de amplificagdo foi realizado em
termociclador (Techne e Eppendorf) e consistiu de um ciclo inicial a 94°C por 3 min;
40 ciclos de 94°C por 1 min, 55°C por 2 min e 72°C por 1 min; seguidos de uma
etapa de extensao final a 72°C por 10 min (Quadro 2).(APENDICE 3 E 5).
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) INICIADOR E . o POSICAO | PRODUTO | PROTOTIPO

GENOTIPO | b6 ARIDADE SEQUENCIA 5- 3 ) (ob) DE ORIGEM
G (comum)"” 9con1 (+) TAG CTC CTT TTA ATG TAT GG 37-56 HuRV-A / Wa&’
G (comum)™ 9con2 (-) GTA TAAAATACT TGC CAC CA | 941-922 904 HuRV-A / Wa?
G (humano) 9T1-1 (- TCT TGT CAA AGC AAA TAA TG | 195-176 158 HuRV-A / S2°
G2 (humano) 9T1-2 (- GTTAGAAAT GATTCTCCACT | 281-262 244 e
G3 (humano) 9T-3P (-) GTC CAG TTG CAG TGTTAGC |  503-484 466 1"'0“7'?@“2
G4 (humano) 9T4 () GGG TCG ATG GAA AAT TCT 440-423 403 HuRV-A / STE?
G5 (animal) FT-5 () CAT GTA CTC GTTGTTACG TC | 779-760 742 PoRV-A / OSU*
G6 (animal) DT6 () CTA GTT CCT GTG TAG AAT C 499-481 500 BoRV-A/UK®
G8 (animal) HT8 () CGG TTC CGC ATT AGA CAC 273-256 274 HuRV-A / B37*
G (humano) 97-98 (-) TAT AAA GTC CAT TGC AC 147-131 110 HURV-A / 116E2
G0 (animal) ET10 () TTC AGC CGT TGC GAC TTC 714-697 715 HURV-A / B223"
G11(animal) BT11() | GTCATCAGC AATCTG AGT TGC|  336-316 337 PORV-A/ YM*
QUADRO 1 - SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS INICIADORES PARA A RT-PCR E A GENOTIPAGEM DE ROTAVIRUS

PARA A PROTEINA VP7

FONTE: (2) Das et al. (1994); (4) Gouvea et al. (1994c)
(1) amplificam todos os genétipos.

. INICIADOR E - A POSICAO PRODUTO | PROTOTIPO
GENOTIIPO | b6 ARIDADE SEQUENCIA -3 (n) (pb) DE ORIGEM
p 4con2 (-) ATT TCG GAC CAT TTA TAA CC 887-868 876 HuRV-A / KU'
pt 4con3 (+) TGG CTTCGC TCATTTATAGAC A 11-32 HuRV-A /KU’
P[1] pNCDV (+) TCT TGT CAA AGC AAA TAA TG 269-289 622 Bﬁgggﬁs/
P[4] 2T-1(-) CTATTG TTA GAG GTT AGA GTC 494-474 483 HURV-A/RV5'
P[6] 3T-1(-) TGT TGA TTA GTT GGA TTC AA 278-259 267 HuURV-A /1076’
P[8] 1T-1(-) TCT ACT TGG ATA ACG TGC 356-339 345 HURV-A /KU
P[9] 471 (-) TGA GAC ATG CAA TTG GAC 402-385 391 HuRV-A /K8

QUADRO 2 - SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS INICIADORES PARA A RT-PCR E A GENOTIPAGEM DE ROTAVIRUS
PARA A PROTEINA VP4

FONTE: (1) Gentsch et al. (1992); (3) Gouvea et al. (1994b)

(1) Amplificam todos os genétipos.

3.6.6 Analise dos produtos amplificados

Apés cada reagdo de RT-PCR e da nested-RT-PCR multiplex, 5uL dos
produtos obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, contendo
0,5g/mL de brometo de etideo. O corante utilizado na amostra foi azul de bromofenol
e 0 padrao de massa molecular foi de 1Kb (1Kb Plus DNA Ladder — Invitrogen).
O tampao de corrida utilizado foi o TBE pH 8,4 (89mM Tris-Borato, 2mM EDTA
(Reagen/Merck). O gel foi submetido a uma corrente constante de 100V por
aproximadamente 30 minutos e visualizado sob luz ultravioleta e fotografado em
aparelho para foto e documentacdo (Vilber Lourmart) para posterior analise. O
gendtipo de cada amostra testada foi definido pelo tamanho do fragmento gerado
analisado pelo programa E-capt. As amostras que apresentaram duas ou mais
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bandas foram repetidas, utilizando um Unico iniciador especifico, para descartar

contaminacdo ou revelar possivel coinfecgao.

3.7 INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

Para coleta dos dados clinicos e epidemioldgicos, foram revisados os prontuarios
de todos os pacientes com resultados positivos para RVA. Os dados encontrados foram
anotados em formulario proprio desenvolvido para o presente estudo (Apéndice 6).

A desidratacao foi classificada de acordo com o preconizado pela OMS. Foi
considerada como hipernatremia quando o valor do sédio foi = 150mEg/L (BARBOSA,;
SZTAJNBOK, 1999).

Foram consideradas como portadores de infeccao nosocomial os pacientes
que apresentaram diarreia apds 72 horas de internamento, levando-se em conta o
periodo inicial de incubacdo do RVA de 24 a 72 horas, como esta descrito na
literatura (LINHARES et al., 2005).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados clinicos, epidemiolégicos e laboratoriais foram digitados em tabela

I™ e submetidos as andlises descritivas para todas as as variaveis. Os dados

Exce
foram compilados e analisados utilizando o software JMP, versdo 5.2.1. As carateristicas
operacionais dos testes de deteccdo de antigenos, sensibilidade, especificidade,
acuracia, valores preditivos e razao de probabilidades foram calculados utilizando
métodos exatos binomiais e considerando como padrdo-ouro o teste de EGPA.
A concordancia entre os testes laboratoriais foi analisada utilizando o coeficiente de
Kappa: valores acima de 0,75 foram considerados com alta concordancia, valores
entre 0,40 e 0,75 com moderada concordancia e valores inferiores a 0,40 com baixa
concordancia. A diferenca entre os grupos foi analisada utilizando-se os testes de

qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando apropriado.
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4 RESULTADOS

4.1 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Entre janeiro de 2001 a dezembro de 2008, o laboratério de virologia do HC-
UFPR recebeu 1140 amostras de fezes para a deteccdo de RVA. Estas eram
provenientes de pacientes hospitalizados nas unidades de UTI pediatrica, Emergéncia
pediatrica, Infectopediatria, Transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH) e
de pacientes atendido no ambulatério de Pediatria.

N= 1140
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FIGURA 4 - TOTAL DE AMOSTRAS COLETADAS E POSITIVAS PARA ROTAVIRUS NAS METODOLOGIAS DE EIE E
AL NO PERIODO DE 2001 A 2008 NO LABORATORIO DE VIROLOGIA DO HC-UFPR
FONTE: O autor (2011)

O diagnostico laboratorial para triagem das amostras foi realizado pelos
métodos de ensaio imunoenzimatico (EIE) e (ou) aglutinagédo em particulas de latex
(AL). Cento e setenta e nove (179/1140 - 15,7%) amostras foram positivas para RVA
nas metodologias de EIE e (ou) AL. A realizacdo da EGPA teve como objetivo a
detecgédo de amostras positivas para RV nao-A. Nao foi observado perfil eletroforético
caracteristico de RV n&o-A nas amostras analisadas (Tabela 1).
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TABELA 1 - RESULTADO DA ANALISE DAS AMOSTRAS DE FEZES PARA INVESTIGAGAO DE RVA NO
PERIODO DE 2001 A 2008 NO LABORATORIO DE VIROLOGIA DO HC-UFPR

POSITIVAS NEGATIVAS INDETERMINADAS Jf::‘:[');
EIE 89 (12,3) 630 (87.,3) 03 (0,3) 700"
AL 122 (22,3) 382 (69,8) 43(7,9) 547"
EGPA 103 (11,5) 794 (88,5) 0 897"

FONTE: O autor (2011)
NOTA: Os dados estao mostrados como nimero (percentagem), salvo nos casos indicados.
* Algumas amostras foram avaliadas somente por uma metodologia

4.1.1 Caracteristicas operacionais dos testes diagndsticos de detecgéo de

antigenos virais

Com o objetivo de avaliar o desempenho dos testes de detec¢do de antigenos
virais utilizados para o diagnostico de RVA no periodo do estudo, um total de 293
amostras foram analisadas pelas metodologias de EIE e AL e pela EGPA. A EGPA foi
escolhida como padrdo-ouro nessa avaliagdo por ser uma técnica de boa

sensibilidade e alta especificidade (Figura 5).

N=293

AL EIE EGPA
POS NEG POS NEG POS NEG
102 191 83 210 75 218
(34.8%) (65,2%) | | (28,3%) (71,7%) | | (25,6%) (74,4%)

FIGURA 5 - RESULTADO DA ANALISE DAS AMOSTRAS DE FEZES PARA INVESTIGAQAO DE RVA NAS
TRES METODOLOGIAS NO PERIODO DE 2001 A 2008 NO LABORATORIO DE VIROLOGIA
DO HC-UFPR

FONTE: O autor (2011)



45

Ao comparar os resultados obtidos pelo teste de AL com EGPA, a sensibilidade,
especificidade, acuracia, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo do teste AL
foram 82,6%, 81,6%, 81,9%, 60,7% e 93,1%, respectivamente. A avaliacao do grau
de concordancia dos exames analisados encontrou um p - valor do teste Kappa de
0,57 *
sensibilidade, especificidade, acuracia, valor preditivo positivo e valor preditivo
negativo do teste de EIE encontrados foram 94,6%, 94,4%, 94,5%, 85,5% e 98%. O
p- valor do teste Kappa foi de 0,86 + 0,03 (Figura 6).

0,05 entre estes dois métodos. Para os resultados enire EGPA e EIE, a

e ——
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NEGATIVO NEGATIVO
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- 000 , '
NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO
AL EIE

Valoresde Koppo:0,57 £0,05

CARACTERISTICAS OPERACIONAIS
Sensibilidade = 82,6%
Especificidade = 81,6%

Acuracia= 81,9%

Valor Preditivo Positivo = 60,7%
Valor Preditivo Negativo = 93,1%

Valoresde Koppo:0,86 £0,03

CARACTERISTICAS OPERACIONAIS
Sensibilidade = 94,6%
Especificidade = 94,4%

Acurdcia= 94,5%

Valor Preditivo Positivo = 85,5%
Valor Preditivo Negativo = 98,0%

FIGURA 6 - DIAGNOSTICO DE ROTAVIRUS — TABELA DE CONTINGENCIA E CARACTERISTICAS OPERACIONAIS
DOS TESTES DE DETECGAO DE ANTIGENOS
FONTE: O autor (2011)



46

4.1.2 Variabilidade genética dos RVA

Para a caracterizacdo molecular dos RVA, realizou-se um nested RT-PCR
multiplex para o qual foram selecionadas 80 amostras (71 de pacientes que
apresentaram padrdo de migracdo na EGPA sugestivo de RVA e nove que
apresentaram resultados positivos na deteccao de antigenos na metodologia de EIE
e AL, porém a EGPA foi negativa). A técnica de EGPA foi realizada de acordo com o
descrito em material e métodos, item 3.6. Em todas as corridas foi utilizado o padrao
SiRV-A/SA11 como controle positivo (Figura 7).

== b

-

H -
.
1 2 "W

FIGURA 7 - AMOSTRAS DE RVA POSITIVAS REPRESENTATIVAS DO PERIODO
ESTUDADO (2001 A 2008). ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA
(EGPA)

FONTE: O autor (2011)

NOTA: Colunas 1 a 7 amostras positivas para RVA.

As técnicas de caracterizacdo molecular, nested RT-PCR multiplex, foram
realizadas de acordo com o descrito em material e métodos, itens 3.6.2, 3.6.4 e
3.6.5, utilizando protocolos especificos para amplificar os genes correspondentes as
proteinas VP7 (genétipo G) (Apéndices 1, 2 e 3) e VP4 (gendtipo P) (Apéndices 1, 4
e 5). Foi utilizada na RT-PCR como controle positivo a cepa padrao SiRV-A/SA11 e como
controle negativo a dgua, para monitorar possiveis contaminacdes (Figura 8). Todas as
80 amostras foram submetidas ao segundo PCR multiplex, mesmo aquelas em que
as bandas nao foram visualizadas no primeiro PCR. Setenta e duas (72/80 - 90%)

amostras foram positivas para RVA, oito (8/80 - 10%) tiveram resultados negativos
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876pb

904pb
viP4

vP7

1 2 3

FIGURA 8 - GEL DE AGAROSE A 1% CORADO COM BROMETO DE
ETIDEO DEMONSTRANDO O RESULTADO DA REACAO
DE RT-PCR ONDE SE VISUALIZA A AMPLIFICACAO
DOS GENES QUE CODIFICAM PARA AS PROTEINAS
VP4 E VP7 DO CONTROLE POSITIVO SiRV-A/SA11
FONTE: O autor (2011)
NOTA: Linha 1: VP4 com 876 pb; Linha 2: Padréo de massa molecular
1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, Life Technologies); Linha 3:
VP7 com 904 pb.

4.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR PARA OS GENOTIPOSGE P

4.2.1 Deteccao dos genotipos G (VP7)

A técnica de nested RT-PCR multiplex foi eficiente na amplificagdo de 57
(57/72 - 79,1%) das amostras positivas de fezes analisadas para o tipo G (VP7)
(Figura 9). Os resultados obtidos estdo representados na tabela 2.



FIGURA 9 - GEL DE AGAROSE 1% CORADO COM BROMETO DE ETIDEO DEMONSTRANDO O

FONTE: O autor (2011)
NOTA: Linha 1: 1Kb Plus DNA Ladder; Linha 2: Controle negativo; Linha 3,4 e 5: Produto do primeiro
PCR (904pb); Linha 6: Produto da nested RT- PCR: Genétipo G1 (158pb); Linha 7:Genétipo G2
(244pb), Linha 8:Gendtipo G4 (403pb), Linha 9:Gendtipo G9 (110pb).

TABELA 2 - RESULTADO DA ANALISE DOS GENOTIPOS PARA A PROTEINA VP7 (TIPO G) NAS AMOSTRAS DE

TESTE DA nested RT-PCR multiplex DE AMOSTRAS POSITIVAS PARA O TIPO G
(VP7)

FEZES PARA RVA NO PERIODO DE 2001 A 2008 NO LABORATORIO DE VIROLOGIA DO HC-UFPR

G1 G2 G4 G9 TO;'AL

2001 10 (76,9) 0 3(23,1) 0 13 (22,8)
2002 0 0 20 (80,0) 5 (20,0) 25 (43,9)
2003 8 (100,0) 0 0 0 8 (14,0)
2004 0 0 0 1(100,0) 1(1,8)
2005 0 0 0 4 (100,0) 4 (7,0)
2006 0 3(75,0) 0 1(25,0) 4 (7,0)
2008 0 2(100,0) 0 0 2(3,5)
18 (31,6) 5 (8,8) 23 (40,3) 11 (19,3) 57 (79,1)

FONTE: O autor (2011)

NOTA: Os dados estdo mostrados como nimero (percentagem), salvo nos casos indicados.
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A distribuicdo de todas as amostras para os genétipos tipo G (VP7) por ano,

estdo representadas na figura 10.
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FIGURA 10 - RESULTADO DA DISTRIBUIGAO DOS GENOTIPOS TIPO G DE RVA DETECTADOS
NAS AMOSTRAS DE FEZES COLETADAS NO HOSPITAL DE CLINICAS EM

CURITIBA-PR DURANTE OS ANOS DE 2001 A 2008

FONTE: O autor (2011)
NOTA: GNT*: amostras nao tipadas.

4.2.2 Deteccao dos genétipos P (VP4)
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Para os genétipos P (VP4) a técnica mostrou-se eficiente na amplificacao de
61 (61/72 - 84,7%) amostras de fezes analisadas (Figura 11). Os resultados obtidos
estao representados na tabela 3.
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FIGURA 11 - GEL DE AGAROSE 1% CORADO COM BROMETO DE ETIDEO DEMONSTRANDO OS
TESTES DA nested RT-PCR multiplex DE AMOSTRAS POSITIVAS PARA O GENOTIPO P (VP4)

FONTE: O autor

NOTA: Linha 1 e 7: 1Kb Plus DNA Ladder; Linha 2: Controle negativo; Linha 3 a 6: Produto do primeiro
PCR (876pb); Linha 8: Produto da nested RT- PCR: Genétipo P[4](483pb); Linha 9:Genétipo P[8]

(345pb).

(2011)



TABELA 3 - RESULTADO DA ANALISE DOS GENOTIPOS PARA A PROTEINA VP4 (TIPO P)
NAS AMOSTRAS DE FEZES PARA RVA NO PERIODO DE 2001 A 2008 NO
LABORATORIO DE VIROLOGIA DO HC-UFPR

P [4] P [8] TOTAL

2001 0 15 (100) 15 (24,6)

2002 0 26 (100) 26 (42,6)

2003 0 8 (100) 8 (13,1)
2004 0 2(100) 2(3,3)
2005 0 3(100) 3(4,9)
2006 5 (100) 0 5(8,2)
2008 2(100) 0 2(3,3)

7 (11,5) 54 (88,5) 61(84,7)

FONTE: O autor (2011)
NOTA: Os dados estdo mostrados como nimero (percentagem), salvo nos casos indicados.
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A distribuicdo de todas as amostras para o genotipo tipo P (VP4), por ano,

estdo representadas na figura 12.

2008
2006 | ——

2005 |
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2001 | ——
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AMOSTRAS ANALISADAS( %)

PI8] P[4] M PNT

FIGURA 12 - RESULTADO DA DISTRIBUIGAO DOS GENOTIPOS TIPO G E P DE RVA
DETECTADOS NAS AMOSTRAS DE FEZES COLETADAS NA CIDADE DE
CURITIBA-PR DURANTE OS ANOS DE 2001 A 2008

FONTE: O autor (2011)

NOTA: PNT*: Amostras nao tipadas.
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Foram genotipadas 50 (50/72 — 69,4%) amostras para as combinacdes G e
P (Tabela 4). Nao foram encontradas infeccoes mistas e de um modo geral
observou-se uma cocirculacdo de distintos genétipos nos anos estudados, além

disso, nota-se uma alternancia entre os genétipos a cada 1 a 2 anos (Figura 13).

TABELA 4 - RESULTADO DA ANALISE DOS GENOTIPOS PARA A PROTEINA VP7 (TIPO G) E VP4 (TIPO P) NAS
AMOSTRAS DE FEZES PARA RVA NO PERIODO DE 2001 A 2008 NO LABORATORIO DE VIROLOGIA

DO HC-UFPR

G1 P[8] G2 P[4] G4 [8] G9 [8] TOO'/I'AL
2001 8(72,7) 0 3(27,3) 0 11 (22,0)
2002 0 0 20 (80,0) 5 (20,0) 25 (50,0)
2003 6 (100,0) 0 0 0 6 (12,0)
2004 0 0 0 1(100,0) 1(2,0)
2005 0 0 0 2 (100,0) 2 (4,0)
2006 0 3(100,0) 0 0 3(6,0)
2008 0 2 (100,0) 0 0 2 (4,0)

14 (28,0) 5(10,0) 23 (46,0) 8 (16,0) 50 (69,4)

FONTE: O autor (2011)
NOTA: Os dados estdo mostrados como numero (percentagem), salvo nos casos indicados.
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B G1P[8] BG4 P[g] B G9 P[8] = G2 P[4] B GNT* P[4]
O GNT* P[8] CIGNT PNT* mGYPNT* B G1PNT* B NEG**

FIGURA 13 - RESULTADO DA DISTRIBUICAO GENOTIPICA DAS AMOSTRAS DE FEZES ANALISADAS
POR nested RT-PCR multiplex DURANTE OS ANOS DE 2001 A 2008 NO HOSPITAL DE
CLINICAS DA UFPR, NA CIDADE DE CURITIBA - PARANA

FONTE: O autor (2011)

NOTA: *NT: Amostras ndo tipadas; ** NEG: Amostras negativas.
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4.3 DADOS DEMOGRAFICOS

Em relagdo aos dados demograficos, a pesquisa foi realizada em 69 (69/80 -
86,2%) pacientes infectados pelo RVA. Trés (3/80 - 3,8%) pacientes foram atendidos
apenas no ambulatério e ndo apresentaram informacées completas e oito (8/80 -
10%) apresentaram resultados negativos para RVA. A mediana de idade destes
pacientes foi de nove meses e o intervalo interquartil (11Q) 25 - 75 foram de seis a

16,5 meses. A distribuicdo dos dados por faixa etaria esta representado na figura 14.

1 304% M

=6 7-12 13-24 =24

idade

FIGURA 14 - FAIXA ETARIA DOS PACIENTES HOSPITALIZADOS E AMBULATORIAIS
ATENDIDOS NO HC-UFPR NA CIDADE DE CURITIBA-PR DURANTE
OS ANOS DE 2001 A 2008

FONTE: O autor (2011)

A maioria dos casos de gastroenterite aguda causada pelo RVA ocorreu em
pacientes menores de 12 meses de idade (45/69 — 65,2%). Esta distribuicdo pode
ser observada em todos os anos estudados, exceto para os anos 2006 e 2008 (Figura
15).
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FIGURA 15 - PREVALENCIA DA GASTROENTERITE AGUDA CAUSADA PELOS RVA POR FAIXA
ETARIA DURANTE OS ANOS DE 2001 A 2008
FONTE: O autor (2011)

Foram analisados quanto ao sexo 1.016 (1016/1140 - 89,1%) pacientes,
destes, 516 (516/1016 - 50,8%) com resultados negativos e 96 (96/1016 - 34,7%)
positivos para RVA pertenciam ao sexo masculino, trezentos e treze (353/1016 -
34,7%) com resultados negativos e 51 (51/1016 - 5,1%) positivos pertenciam ao
sexo feminino. Nao houve diferenca estatisticamente significativa (p=0,51) (Figura
16).

N=1016
50,8%
MASCULINO
9,4%
34,7%
FEMININO
51%
p=0,51
B AMOSTRAS NEGATIVAS
N AMOSTRAS POSITIVAS

FIGURA 16 - SEXO DOS PACIENTES ATENDIDOS COM GASTROENTERITE NO HOSPITAL DE CLINICAS
DA UFPR NA CIDADE DE CURITIBA-PR DURANTE OS ANOS DE 2001 A 2008
FONTE: O autor (2011)
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4.4 SAZONALIDADE DAS INFECCOES POR RVA

A Figura 17 mostra a distribuicdo dos RVA nos oito anos do estudo e a sua
relagdo com a temperatura média mensal (°C) e pluviosidade média mensal (cm).
Os RVA foram detectados em amostras coletadas entre os meses de abril a
setembro em 2001, 2002 e 2005, quando a temperatura média foi de 15,6°C e o
indice de chuvas foi de 4,0cm. Em 2003 e em 2008, os RVA foram detectados
durante o ano todo, sendo que a média das temperaturas desses dois anos foi de
17,7°C e o indice de chuvas foi de 3,2cm. Em 2004, foram detectados nos meses de
janeiro e fevereiro e de maio a julho, quando a média de temperatura foi de 20°C e
13,8°C e o indice de chuvas foi de 3,4cm e 3,3cm, respectivamente. Em 2006, os
RVA foram detectados nos meses de janeiro a julho, quando a média de temperatura
foi de 18,3°C e o indice de chuvas foi de 2,3cm. Em 2007 n&o foi armazenada

nenhuma amostra para andlise neste trabalho.
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FIGURA 17 - SAZONALIDADE DOS RVA ENTRE OS ANOS DE 2001 A 2008 NA CIDADE DE CURITIBA-PR
FONTE: O autor (2011)
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4.5 LOCAL DE INTERNAMENTO

Ao se comparar o local de internamento entre o grupo de criangas com idade
igual ou inferior a 12 meses e maior de 12 meses de idade, observa-se que ha uma
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, com maior frequéncia de
pacientes com idade inferior a 12 meses na UTI (p=0,008). Os outros locais de

internamento estdo representados na tabela 5.

TABELA 5 - LOCAL DE INTERNAMENTO DOS PACIENTES ATENDIDOS COM GASTROENTERITE AGUDA POR
RVA NA CIDADE DE CURITIBA ENTRE OS ANOS DE 2001 A 2008

<12 meses >12 meses TOTAL
% % n=72 P
n=45 n=24

Unidade de Terapia Intensiva 12 (26,7) 0 12 (16,7)
Infectopediatria 26 (57,8) 14 (58,3) 40 (55,6)
Emergéncia/Ped 04 (8,9) 01 (4,2) 05 (6,9) 0,008
TCTH/Internado® 01 (2,2) 0 01 (1,4)
TCTH/Ambulatério® 01 (4,2) 01 (1,4)
Ambulatério/Pediatria 02 (4,4) 08 (33,3) M43 (18,0)

FONTE: O autor (2011)

NOTA: Os dados estdo mostrados como nimero (percentagem), salvo nos casos indicados.
(1) Trés criangas sem informagéo da idade foram atendidas no ambulatério.

(2) Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas.

4.6 MANIFESTACOES CLINICAS E DADOS LABORATORIAIS DA INFECGCAO
POR RVA

A mediana de tempo de hospitalizagdo dos pacientes infectados foi de cinco
dias e o intervalo interquartil (I1Q 25 - 75) foi de trés a sete dias. Foram a 6bito trés
(3/80 - 3,7%) criangcas, apenas uma como causa relacionada a gastroenterite.

Todos os dados laboratoriais foram analisados e separados em dois grupos
de acordo com a idade, o 1.° grupo em criangas menores ou iguais a 12 meses € 0
2.° grupo em maiores de doze meses. Em relagdo a conduta médica, além da
rehidratacao que foi realizada em todos os pacientes, a antibioticoterapia foi prescrita
em 26 (26/36 - 72,2%) criangas do 1.° grupo e em 10 (10/36 - 27,8%) do 2.° grupo,
dentre estas, trinta e duas (32/36 - 88,9%) utilizaram como antibiético a cefalosporina de

terceira geracao, ceftriaxona. Comorbidades foram descritas em 25 (25/34 - 73,5%)
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criangas, outros dados estdo demonstrados na tabela 6.

TABELA 6 - DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS DOS PACIENTES ATENDIDOS COM GASTROENTERITE
AGUDA POR RVA NO HC-UFPR NA CIDADE DE CURITIBA ENTRE OS ANOS DE 2001 A 2008

<12 meses >12 meses

% % TOTAL p
Leucécitos: 13350/mm’® 9650/mm°
Mediana 8670 - 15725 7838 - 12623 55
VIQ 25-75 (N=41)" (N=14)"

Parasitolégico

POS 0 1(2,8)

NEG 24 (66,7) 11 (30,5) 36 0,33
Pesquisa de leucécitos

POS 3(8,8) 1(2,9)

NEG 19 (55,9) 11 (32,4) 34 1,00
Presenga sangue nas fezes

POS 3(8,8) 2 (5,9)

NEG 22 (64,7) 7 (20,6) 34 0,59
Coprocultura

POS 0 0

NEG 19 6 25
N.° de Evacuagbes Diarias

< 5 vezes 16 (66,7) 8 (33,3) 24

> 5vezes 23 (76,7) 07 (23,3) 30 0,54
COMORBIDADES
NAO 21 (30,9) 13 (19,1) 34 (50)
SIM 25 (36,8) 09 (13,2) 34 (50) 0,43
HIV® 03 (8,8) 0
LLA®/LMA® 0 02 (5,9)
TQB/BQL? 03 (8,8) 0
BPN® 02 (5,9) 0
M.BACT.® 02 (5,9) 02 (5,9)
Convulséo 02 (5,9) 01 (2,9)
Outras 13 (38,2) 04 (11,8)

FONTE: O autor (2011)

NOTA: Os dados estdo mostrados como nimero (percentagem), salvo nos casos indicados.

(1) N = ndmero total de amostras.

(2) Siglas: TQB= Traqueobronquite/ BQL= Bronquiolite/ BPN=Broncopneumonia/LLA= Leucemia Linfocitaria
Aguda/LMA = Leucemia Miel6ide Aguda/M.BACT.= Meningite Bacteriana/ HIV= Portador do virus da Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida.

A hipernatremia foi observada em 27 (27/55 - 49,1%) criancas. Também
foram pesquisadas outras manifestagbes clinicas nos prontudrios dos pacientes
pediatricos relacionadas a infec¢cdo pelo RVA como a febre, que ocorreu em 39
(39/62 - 62,9%) criangas, os vomitos, que ocorreram em 54 (54/61 - 88,5%), e a
anorexia, que foi menos frequente, encontrada somente em oito (8/58 - 13,8%).
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4.7 GENOTIPOS E GRAVIDADE

Quanto a avaliacao da gravidade da desidratacao, foi utilizado o relato dos
dados clinicos anotados nos prontuarios pelo médico no momento de internagéo de 69
(69/72-95,8%) criancas. Elas foram divididos também nos dois grupos de acordo com
a idade: 1.° grupo em menores ou igual a 12 meses e 2.° grupo, maiores ou igual a
12 meses. Para o 1.° grupo, foram considerados como desidratacao leve, valores de
deplecao de até 5% do percentil estimado de perda de peso; de 6% a 10%, como
desidratagdo moderada e acima de 10%, desidratacdo grave. Para o 2.° grupo, foram
considerados como desidratacao leve valores de até 3% de deplecao, de 4% a 6%

como moderada e acima de 7%, desidratacédo grave (Tabela 7).

TABELA 7 - AVALIAGAO DA INTENSIDADE DA DESIDRATAGAO PELA INFECGAO POR RVA EM DIFERENTES FAIXAS
ETARIAS DOS PACIENTES INTERNADOS E AMBULATORIAIS NA CIDADE DE CURITIBA ENTRE OS
ANOS DE 2001 A 2008

- <12 meses >12 meses TOTAL
DESIDRATAGAO
N.° % N.° % N.° %
Leve 10 22,2 02 8,3 12 16,7
Moderada 01 2,2 01 42 02 2,8
Grave 25 55,6 07 29,2 32 445
Sem desidratacdo 05 11,1 08 33,3 13 18
Nao Informado 04 8,9 06 25,0 M43 18
45 65,2 24 34,8 72

FONTE: O autor (2011)
Nota: N= nimero total de amostras analisadas.
(1) Trés criangas sem informagéo da idade.

Um total de 46 (46/59 - 78%) criancas apresentavam desidratacao, trinta e
seis (36/46-78,3%) pertenciam a faixa dos menores ou igual a 12 meses de idade e
10 (10/24 - 21,7%) eram maiores de 12 meses. Comparando os dois grupos com
relacdo a presenca ou ndo de desidratacdo, observa-se diferenca estatiscamente

significativa entre estes dois grupos (p=0,01) (Figura 18).
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FIGURA 18 - FREQUENCIA DA DESIDRATAGAO POR RVA NOS DOIS GRUPOS ETARIOS <12
MESES E >12 MESES

FONTE: O autor (2011)

NOTA: p=0,01.

Realizou-se também a distribuicdo dos genétipos entre os dois grupos,
considerando as combinacbées G e P tipados, nao houve diferenga estatisticamente

significativa entre os grupos analisados (p=0,93) (Figura 19).
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FIGURA 19 - DISTRIBUIGAO DOS GENOTIPOS DE ROTAVIRUS NOS DOIS GRUPOS ETARIOS <12 MESES
E >12 MESES

FONTE: O autor (2011)

NOTA: p=0,93.
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Buscando correlacionar o genétipo viral com a presenca da desidratagéao, os
dados foram distribuidos conforme demonstrado na figura 20; ndo houve diferenga

estatisticamente significativa, p=0,12 .

GNTPNT |
GNTP[4] |
GNTP[8] |
G1PNT |
GOPNT |
G2P[4]
GIP[8] |
G4P[8]
G1P[8]

B Com desidratagio M Sem desidratagio

FIGURA 20 - COMPARAGAO ENTRE PRESENGA DE DESIDRATAGAO E GENOTIPOS DE RVA
FONTE: O autor (2011)
NOTA: p=0,12.
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4.8 PACIENTES INTERNADOS QUE APRESENTARAM INFECCOES
NOSOCOMIAIS POR RVA

Foram consideradas como infec¢gées nosocomiais, aquelas que ocorreram
apos 72 horas de admissao hospitalar. Nove (9/72-12,5%) pacientes apresentaram
diarreia apés esse periodo, a mediana de tempo de internamento foi de sete dias e o
intervalo interquartil (11Q) 25-75 de 4 a 12,5 dias. Desses pacientes, quatro (4/9 -
44 4%) estavam internados na Emergéncia pediatrica e cinco (5/9 - 55,6%), na
Infectopediatria. Uma crianga que tomou a primeira dose da vacina adquiriu infeccao
nosocomial pelo RVA apés 63.° dia de internamento, o gendtipo encontrado foi o

G2PJ[4]. Outros dados estao descritos na figura abaixo (Quadro 3).

DATADA | LOCALDE DADE GENGTIPO TEIMTF’SR'_DE ANTIBIOTICO-| INICIO DA | DOENGAS DE PSEU/?LTE'E?E
COLETA |INTERNACAO NAMENTO |  TERAPIA DIARREIA BASE NO ANO
09/11/01 Infecto/Ped. 31m G1P[8] 13 Ceftriaxona D7 M.BACT.
Emerg. < G1P[8]
28/05/01 Podista 2m G1P[8] 07 Nzo D4 BaL
Emerg. Ceftriaxona+
09/06/02 Podistia 10m G4P[8] 16 ot D6 BPN
25/07/02 PE"??'Q' 5m GOP[8] 06 Ceftriaxona D3 AFALC. G4P[8] e
ediatrica
— GOP[8]
Vancomicina
11/09/02 Infecto/Ped. 17m G4P[8] 38 Cefepime+ D12 LMA
SMT/TMP
03/06/03 PE”?,erg' 5m G1PNT 20 Ceftriaxona D13 TQB+S.DOW G1P[8]
ediatrica
21/05/04 Infecto/Ped. 7m GNTP[8] 18 Nao D7 HIVACMVAIRA | o\ o
07/07/04 Infecto/Ped. 17m GNT PNT 07 Ceftriaxona D4 MENING.
(2) Vancomicina
20/11/08 Infecto/Ped. 11m G2P[4] 72 Moropenem D63 TQB+BPN G2P[4]

QUADRO 3 - DADOS DOS PACIENTES QUE APRESENTARAM INFECCAO NOSOCOMIAL POR RVA

FONTE: O autor (2011)

NOTA:TQB = Traqueobronquite, BPN = Broncopneumonia, BQL = Bronquiolite, LLA = Leucemia Mieléide Aguda, CMV = Citomegalovirus, IRA =
Infeccdo Respiratéria Aguda, M.Bact. = Meningite bacteriana, HIV = Portador do virus da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida,
SMT/TMP = trimetropima/sulfametoxazol, S. Down = portador da sindrome de Down, Mening. = Meningoccemia, A. Fal. = Anemia
Falciforme.

(1) NT: amostras néo tipadas.

(2) Paciente tomou a 1.% dose da vacina contra RVA.
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5 DISCUSSAO

A doenca diarreica é um problema de significante magnitude em todas as
comunidades, entretanto, € nos paises em desenvolvimento que atinge sua maior
importancia, pois neles pode alcancar altas taxas de morbidade e mortalidade,
sendo uma das cinco principais causas de morte no mundo (PARASHAR et al., 2006).
Dentre os patégenos envolvidos com esta doenca, séo citados os virus, as bactérias e
os parasitas. Os RVA constiiuem um dos principais agentes causadores de
gastroenterites em pacientes pediatricos (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

As gastroenterites contribuem como uma das principais causas de internamento
em pacientes pediatricos atendidos no Hospital de Clinicas da UFPR (HC-UFPR).
A investigagao da etiologia destes quadros infecciosos permitira orientar as medidas
terapéuticas para o atendimento destes individuos, evitando o uso inadequado de
antibiético e prevenindo a disseminacgao intra-hospitalar de patégenos provenientes da
comunidade. Da mesma forma, o conhecimento sobre a prevaléncia destas infeccdes
nestes pacientes norteara o estabelecimento de medidas preventivas governamentais,
quer pela informacao, quer pela disponibilizacdo de tratamento de agua e esgoto a
populacdo, quer pela imunizagdo dos individuos expostos. Ao analisar a causa de
todos os casos de gastroenterites internados no HC-UFPR, observa-se que o RVA &
o patégeno encontrado com maior frequéncia. Um estudo realizado na Alemanha, de
2001 a 2008, onde encontraram taxas de incidéncia para RVA de 70% entre criangas
hospitalizadas menores de 5 anos (KOCH; WIESE-POSSELT, 2011). Observa-se que
houve uma distribuicdo desigual das amostras positivas nos diferentes anos, com uma
progressiva diminuicdo do nimero de amostras investigadas a partir de 2004, antes
da introducao da vacina. Esse declinio do niumero de casos positivos pode ser
explicado pela melhoria das condigbes de saneamento basico pela populagdo mais
pobre da regido, também pela implantacao de politicas publicas de saude com base
na disponibilidade de atendimento primario nas unidades de saude e pela politica do
HC-UFPR, hospital universitario de referéncia, em nivel terciario, receber somente
casos graves.

Apoés o inicio da imunizagdo contra RVA, observou-se um maior impacto
nessa redugcédo de casos. Em estudo realizado na instituicdo para avaliar o impacto

da vacinagao contra o RVA, foram computados o numero de consultas ambulatoriais
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e o de internagdes por gastroenterites antes e depois da aplicacdo da vacina, no
periodo de 2005 e 2007. Esse estudo mostrou uma reducao de 54,2% e 39,4% de
consultas médicas para as criangas com menos de 12 meses de idade e de 12 a 60
meses, respectivamente. Além disso, houve também uma redugcdo de 43,9% e
33,3% das internacgdes por gastroenterites em criangas com menos de 12 meses de
idade e de 12 a 60 meses, respectivamente, considerando a cobertura vacinal em
torno de 80% no periodo referido (RODRIGUES et al., 2009).

No presente estudo, a pesquisa do RVA em amostras de fezes coletadas de
pacientes hospitalizados como de pacientes ambulatoriais no HC-UFPR, entre os
anos de 2001 a 2008, identificaram-se os RVA como agentes causadores das infecgdes
gastrointestinais em 15,7% da populacdo analisada. Mundialmente, os achados
epidemiolégicos apontam taxas que variam de 12% até 71% (DE ZOYSA; FEACHEM,
1985; MIDTHUN; KAPIKIAN, 1996; COLUCHI et al., 2002; GIAQUINTO et al., 2007;
ANDRES et al., 2008). No Brasil estudos encontraram taxas variadas de infecgédo por
este patégeno, entre 10% a 42%, na incidéncia dos RVA como agente causador das
infeccOes gastrointestinais em criangas abaixo dos cinco anos (LINHARES, 2000).

Quanto a sazonalidade dos RVA, alguns fatores tém sido relacionados com
esta variabilidade, entre estes sdo citados comumente as diferencas climaticas
existentes nas diversas regides, sendo que ha maior ocorréncia das infec¢des por
RVA nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste nos meses frios e secos, 0s quais
correspondem ao periodo de abril a setembro; para as regides Norte e Nordeste, a
sazonalidade ndo é tdo marcante ocorrendo durante o ano todo (CUNLIFFE et al.,
1998; CAMPOS et al., 2003; COSTA et al., 2004a; SAFADI et al., 2010; JUSTINO et al.,
2011; CARVALHO-COSTA et al., 2011). Além disso, deve ser ressaltada a importancia
das condi¢gées socioeconémicas da populagdo, sendo uma infeccdo de maior
prevaléncia entre aqueles com baixo poder aquisitivo e pouco acesso a informagéo.
Quanto aos resultados obtidos neste estudo, em alguns anos foram observados o
aumento dos casos positivos, principalmente durante os meses mais frios, concordando
com outros achados (SANTOS et al, 2008), porém, também foram encontrados
indices variados de incidéncia da doenca, com ocorréncia durante o ano todo. Um
estudo conduzido por Nunes et al. (2010), em Minas Gerais, no periodo de 2005 a
2007, apontou uma alta concentracado de casos positivos de RVA nos meses quentes
e chuvosos, sugerindo que outros fatores, além dos climaticos, podem influenciar na

sazonalidade desse patdgeno (NUNES et al., 2010).
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O diagnéstico da infecgdo por RVA é realizado pela deteccao de antigenos
virais por metodologias de facil e rapida execucdo. Observa-se nos ultimos anos um
aumento na comercializacdo de reagentes diagnosticos para a identificagdo dos
RVA, seja por meio de técnica de aglutinacao de particulas em latex, seja por ensaio
imunoenzimatico. No laboratério de virologia do HC-UFPR, tais metodologias séo
aplicadas visando a liberagdo rapida desses resultados, o que permite orientar a
conduta mais adequada para cada caso. Com o objetivo de definir o desempenho
das metodologias que foram utilizadas no periodo do estudo, realizou-se uma analise
das caracteristicas operacionais dos testes de detecgao rapida.

Foram avaliados, neste estudo, os testes tradicionais de deteccdo de antigenos,
o EIE e AL, utilizados no diagnéstico de infecgdes por RVA. Nesta avaliagdo foi
escolhida a técnica de EGPA, como teste padrao-ouro, pela sua alta sensibilidade e
especificidade. Deve-se ressaltar que a EGPA é uma importante ferramenta na
detecgdo de outros grupos de RV ndo-A, assim como na andlise dos padrdes
eletroforéticos dos RVA, a qual é aplicada para a compreensdao de sua
epidemiologia. (IBRAHIM; SUNDERLAND; HART, 1990; GREGORI et al., 2000;
ALTINDIS et al., 2004). No entanto, a utilizagao da técnica como teste de triagem ndo é
recomendada, devido a necessidade de capacitacdo das pessoas envolvidas para
sua implementacéao, além do tempo de execucgao ser mais longo do que o dos outros
métodos (CHAKRAVARTI et al., 1991).

Para esta avaliacdo, foram selecionadas 293 amostras que haviam sido
analisadas pelas duas metodologias de detecgéo de antigenos, AL e EIE; posteriormente,
fez-se o teste de EGPA para comparacao dos resultados. Dentre os testes rapidos, o
EIE demonstrou melhores resultados, com alta sensibilidade, especificidade e
valores preditivos. Nao houve diferenca significativa entre as metodologias de EGPA
e EIE. A razdo de verossimilhanga positiva e negativa mostrou que os resultados de
EIE podem ser utilizados para confirmar o diagnéstico da infeccao pelo RVA. Estes
resultados indicam que o teste de EIE é tao sensivel e especifico como o método de
EGPA, podendo ser aplicado em larga escala, na triagem de amostras suspeitas de
diarreia por RVA com uma boa correlagdo com a doenga (KASEMPIMOLPORN et al.,
1988; MOMENZADEH et al., 2008; BRANDT et al., 1987; CORNAGLIA et al., 1989).
Por outro lado, o grau de concordancia dos testes analisados por medidas de Kappa
nos resultados entre AL e EGPA mostrou uma concordancia regular, demonstrando uma

baixa sensibilidade para o teste de aglutinacdo em latex. Outros autores também
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apresentaram valores de sensibilidade semelhantes (DENNEHY; GAUNTLET; TENTE,
1988; CORNAGLIA et al.,1989). Quanto a especificidade de 81,9%, obtida no presente
estudo, difere de alguns autores que relataram ter encontrado valores acima de 90%
(THOMAS et al., 1988; FERREIRA et al., 2006; PIRKOOH; SHAHRABADI, 2007). Pesquisas
mostram que o desempenho dos testes disponiveis comercialmente de AL é comparavel
favoravelmente com o isolamento viral e EIE (MAES et al., 2003). Embora a técnica
possa ser util em determinadas situagdes, como surtos da doenga ou em locais com
poucos recursos para deteccdo de RVA, devido ao fato de ser um método rapido,
pratico e barato (JENSEN, 1985; RABONI et al., 2002). Neste estudo, a variabilidade
observada nos resultados de AL para alguns anos prejudicou fortemente a sua
confiabilidade como teste de triagem, ndo sendo possivel prever com seus resultados a
ocorréncia ou ndo da doenca. Esta variabilidade de resultados tem contribuido para
a nao indicacao desta metodologia em laboratérios de vigilancia em saude publica
em alguns paises, 0s quais tém optado pelo método de EIE (ATCHISON et al., 2009).

Em quatro amostras foram encontrados resultados positivos na deteccao de
antigenos por EIE e em trés por AL, com resultados negativos pela EGPA. Estas
amostras foram consideradas como falsas positivas. No entanto, deve-se ressaltar que
a EGPA foi realizada em momentos diferentes dos testes de triagem. Nesse periodo,
as amostras estavam armazenadas a —70°C, porém foram submetidas a ciclos de
congelamento e degelo, podendo ter contribuido para estes resultados negativos.

A introdugéo do diagndéstico rapido para deteccao de RVA em amostras clinicas
de pacientes atendidos no HC-UFPR contribuiu com a vigilancia epidemioldgica das
gastroenterites na cidade de Curitiba e regido metropolitana, assim como a sua
importancia dentro do ambiente hospitalar. Adicionalmente, este diagnéstico possibilitou
o conhecimento das faixas etarias mais acometidas pelos RVA, trazendo informagdes
ao clinico ao definir o agente viral como responsavel pelo quadro infeccioso,
orientando a conduta terapéutica e possibilitando a retirada dos antimicrobianos,
obtendo como consequéncia a diminui¢cdo dos custos e do periodo de internamento.

A implantacdo das técnicas de RT-PCR para o diagnostico laboratorial de
RVA, em amostras de fezes de pacientes atendidos no HC-UFPR por gastroenterite
aguda, possibilitou a analise do perfil genotipico dos virus que circularam na regidao no
periodo de 2001 a 2008, assim como o conhecimento do comportamento desta doenca,
por meio da correlacdo dos achados laboratoriais, com aspectos demograficos e

clinicos de pacientes ambulatoriais e internados infectados por este patdgeno.
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Do total de 179 amostras positivas para RVA detectadas no periodo de estudo, foram
analisadas 80 (44,7%) amostras pela RT-PCR, o restante das amostras nao pdde ser
analisado por apresentar material insuficiente. Trés amostras com resultados
negativos nas duas técnicas EIE e AL, apresentaram na EGPA algumas bandas, que
poderiam indicar RVA, para confirmar ou descartar positividade foi realizado a RT-PCR,
demonstrando serem bandas inespecificas. Todas as 80 amostras foram submetidas
ao segundo PCR multiplex, mesmo aquelas em que as bandas nao foram visualizadas
no primeiro PCR. Uma hip6tese da nao visualizagdo de bandas em algumas amostras
no primeiro PCR pode ter sido o excesso de RNA no material extraido, fazendo com
que ocorresse a inibicdo da reacdo. Essa hipotese foi levantada devido ao fato de
algumas amostras necessitarem de diluicdo em grandes volumes para o segundo
PCR, para a obteng&o de bandas especificas. Duas amostras foram retiradas do total
por pertencerem ao mesmo paciente e terem sido coletadas no mesmo periodo.

O capsideo externo dos RVA € composto pelas glicoproteinas VP7 (genétipo
G) e VP4 (gendtipo P), as quais sdo capazes de elicitar independentemente a
producao de anticorpos neutralizantes, levando a imunidade protetora. Até 0 momento
existem 23 gendtipos G e 31 gendtipos P, dos quais 11 G e 12 P sao descritos em
humanos (MATTHIJNSSENS et al, 2008b; ALADIN et al., 2010). A variacao de
genodtipos G e P observada nos diferentes anos deste estudo sdao decorrentes dos
mecanismos utilizados pelos RVA para escapar da pressao imunolégica seletiva, a
qual visa a manutencdo do patégeno na natureza. Por tal motivo, observou-se a
circulacédo de grande diversidade de genétipos nos anos estudados, assim como em
um mesmo ano.

Analisando somente o gendtipo tipo G, o G1 é considerado o gendétipo
predominante no mundo (ARISTA et al., 2006). Neste estudo, o G1 predominou nos
anos de 2001 e 2003. Em um estudo realizado por Soares et al. (2010) em Belém,
entre dezembro de 1983 a outubro de 2003, encontraram uma maior frequéncia para o
gendtipo G1 no ano de 2003, similar ao nosso achado. Outro estudo realizado nos
anos de 2000 a 2003, envolvendo amostras de criangas e adultos de diversas
cidades do Estado do Parana, encontrou o G1 como o gendtipo mais predominante
(SANTOS et al., 2008). Ja em outro estudo realizado em Campo Grande (MS), no
periodo de maio de 2000 e janeiro de 2004, o G1 nao foi detectado em nenhuma
amostra analisada em 2001, o que difere deste estudo (ANDREASI et al., 2007). Em

2002 e a partir de 2004 o G1 nao foi mais identificado nas amostras analisadas,



66

porém, estes resultados ndo descartam a presenca do G1 nos anos de 2004 e 2005,
pois algumas amostras ndo puderam ser genotipadas. Estudos conduzidos por Leite
et al. (2008), a estirpe G1 foi detectada em 43% dos casos durante o periodo pré-
vacinal no Brasil; com a introducdo da vacina contra este genétipo, esse numero
caiu para 3% das infec¢des por RVA (SOARES et al., 2010). Em relagado ao gendétipo
G4, este foi o mais frequente em 2002 e o segundo em 2001, em estudo conduzido
por Coluchi et al.,, 2002, no Paraguai, no periodo de janeiro de 1999 a margo de
2000, o G4 foi encontrado em 34,3% das amostras analisadas; em outro estudo
conduzido por Bok, Matson e Gomez, 2002, na Argentina, nos anos de outubro de
1996 e setembro de 1998, registrou-se 31,3% de frequéncia para G4 para o segundo
ano do estudo.

Os primeiros relatos do genétipo G9 no mundo ocorreram no inicio de 1980,
nos Estados Unidos (CLARK et al., 1987), durante o periodo de 1986-1988 e 1992-
1993, foi o genétipo predominante na india (DAS et al., 1994; PAGE et al., 2010).
A partir de 1995, o G9 comecou a ser detectado em varias partes do mundo mais
frequentemente, como na América do Norte, América Central, China e Africa (LAIRD
et al., 2003; CUNLIFFE et al., 2001; FANG et al., 2002; PAGE et al., 2010). Na
América Latina, foi detectado desde 1997 no Brasil, em 1996 na Argentina e em
1999 no Paraguai (ARAUJO et al., 2001; BOK et al., 2001; COLUCHI et al., 2002).
Atualmente é considerado o quinto genétipo mais frequente. Em andlises da sequéncia
do gene da VP7, foi identificada a existéncia de trés linhagens filogenéticas diferentes
para o G9, linhagem 1, cepas isoladas na década de 1980 dos EUA e Japéo; linhagem
2, cepas isoladas da india e linhagem 3, de cepas atuais prevalentes no mundo.
O G9 foi isolado também em animais como porcos e cordeiros (SANTOS; HOSHINO,
2005; KHAMRIN et al., 2006; MARTINEZ-LASO et al., 2009; PAGE et al., 2010). Neste
estudo, o gendtipo G9 foi identificado em 2002, 2004 e 2006 em 19%, 33% € 16%,
respectivamente, das amostras analisadas. Em um estudo realizado por Mast et al.
(2010), em Taiwan, no periodo de dezembro 2004 a junho de 2006, a incidéncia de
G9 encontrada foi de 34% nas criangas abaixo de 5 anos de idade. Outro estudo
conduzido por Dey et al. (2009), em Bangladesh, durante o periodo de 2004-2005, o
G9 foi detectado em 13,7% das amostras. No Brasil, um estudo realizado por
Carmona et al. (2006) em Sao Paulo, no periodo de 1996 a 2003, encontrou o
gendtipo G9 somente a partir do ano de 2000, em 17,2% das amostras analisadas;

outro estudo realizado por Volotdo et al. (2006), no Rio de Janeiro, no periodo entre
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janeiro de 2000 e julho de 2004, registrou 30,2% de incidéncia para o genoétipo G9.
Carvalho-Costa et al. (2006) conduziram um estudo no Rio de Janeiro, no periodo de
fevereiro a setembro de 2004, em pacientes admitidos no hospital com gastroenterite
aguda, sendo o G9 detectado em 40% das amostras analisadas.

Considerando a genotipagem P, neste estudo, nos anos de 2001 a 2005,
todas as amostras genotipadas foram P[8], associadas ao G1, G4 e G9, ja em 2006
e 2008 todas foram P[4] associada ao G2; esses resultados sdo similares ao
encontrado em outros estudos no Brasil e no mundo (ARISTA et al., 2005b; ARAUJO
et al., 2007a; DEY et al., 2009; ROUGEMONT et al., 2011). Os gendétipos P[8] e P[4]
séo responsaveis por mais de 90% de todos o0s casos de diarreia por RVA no mundo,
com excecdo da Africa, onde essa frequéncia foi de 70%, sendo o P[6] o segundo
mais frequente (SANTOS; HOSHINO, 2005). Apesar de nao ter sido identificado
nenhum genétipo atipico neste estudo, ha relatos de ocorréncia da circulagdo em
humanos de gendétipos comumente encontrados em animais como o P[1], P[3], P[5],
P[6], P[9], P[11], P[12] e P[14] em diversos lugares do mundo, confirmando a
transmissao interespécies (SANTOS; HOSHINO, 2005). Em recente estudo realizado
no Brasil, foram encontrados P[6] e P[9] em 1,1% das amostras analisadas
(CARVALHO-COSTA et al., 2011). A VP4 parece ser mais conservada e ter menor
variabilidade genética do que a proteina VP7 que codifica o tipo G, isso explicaria a
predominancia do genétipo P[8] e P[4] em diversos estudos realizados no Brasil € no
mundo (SANTOS; HOSHINO, 2005).

Analisando as combinagdes dos gendtipos tipo G e P, o genétipo G1P[8] foi
predominante no ano de 2001 e 2003, concordando com a maioria dos estudos
realizados em diferentes locais do mundo que descrevem ser esse genotipo como o
mais comumente encontrado (CARDOSO et al., 2003; COSTA et al., 2004b; SANTOS;
HOSHINO, 2005; CARMONA et al., 2006; PIETRUCHINSKI et al., 2006; GOUVEA et al.,
2007). Recentes dados de um estudo de RVA circulantes, apontaram o genoétipo
G1P[8] como o mais frequente, o que corrobora com os achados neste estudo para
este periodo (SANTOS et al., 2008). Em outro estudo conduzido por Carvalho-Costa
et al. (2011), com amostras coletadas de 18 estados brasileiros no periodo de
janeiro de 2005 a dezembro de 2009, o gendtipo G1P[8] foi identificado em 14% das
amostras analisadas de 2005, 12,3% em 2006, 9,5% em 2007, 0,7% em 2008
(CARVALHO-COSTA et al., 2011).
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Em relacdo ao genoétipo G4P[8], este estudo mostrou o seu aparecimento
em 2001 como o segundo gendtipo mais frequente e em 2002 foi o predominante;
semelhantes achados foram relatados por Coluchi et al. (2002), no Paraguai, onde o
mesmo foi encontrado nos anos de 1999 a 2000, como gendtipo predominante. Ja
em outro estudo realizado por Costa et al. (2004), em Goias, no periodo de julho de
2000 a outubro de 2002, a prevaléncia encontrada para esse genétipo foi de 5,6%, 0
que difere dos achados deste estudo (COSTA et al., 2004b). A partir do ano de 2003,
esse genotipo nao foi mais identificado nas amostras analisadas.

O genotipo GIP[8] foi identificado neste estudo nos anos 2002, 2004 e 2005,
segundo alguns relatos, a partir de 2004, esse genoétipo passa a circular mais
frequentemente (CARMONA et al., 2006). O mesmo estudo realizado por Costa et al.,
(2011), encontrou frequéncia do genoétipo G9P[8] de 52% em 2005, 22% em 2006 e
3,2% em 2008 e 2009 (CARVALHO-COSTA et al., 2011). Outro estudo detectou
frequéncia de 28,5% deste gendtipo em 2004 (MORILLO et al., 2010). A partir de 2006,
reemerge o0 genotipo G2P[4], tornando-se o predominante nas amostras analisadas
neste estudo, sendo relatado também seu surgimento, neste periodo, em outros
lugares do Brasil (LEITE; CARVALHO-COSTA; LINHARES., 2008; CARVALHO-COSTA
et al., 2009) e do mundo (AMARILLA et al., 2007; FERRERA; QUAN; ESPINOZA, 2007;
RAHMAN et al., 2007; PATEL et al., 2011). A alta incidéncia deste gendtipo no Brasil
criou expectativas de que a vacina RIX4414 introduzida recentemente no calendario
brasileiro poderia ter selecionado o genétipo G2P[4], ja que este nao compartilha os
antigenos de superficie VP4 e VP7 com a cepa da vacina. Outra possivel explicagdo
seria a flutuacdo normal dos gendtipos cocirculantes de RVA, em que o gendétipo
G2P[4] parece ocorrer em ciclos de aproximadamente dez anos (LEITE; CARVALHO-
COSTA; LINHARES, 2008; MORILLO et al., 2010). De acordo com esse fato, estao
alguns estudos conduzidos em outros paises como o de Portugal, no periodo de 2007,
onde esse gendtipo foi 0 mais prevalente e a populagdo ndo havia sido vacinada
(ANTUNES et al, 2009; FERRERA; QUAN; ESPINOZA, 2007). Estes resultados
demonstram a capacidade de variagdo genética dos RVA e alertam para a necessidade
da vigilancia constante dos genoétipos virais circulantes para orientar e melhorar as
estratégias em relacdo a futuras imunizagdes (PIETRUCHINSKI et al., 2006; CARVALHO-
COSTA et al., 2006; SERRAVALLE et al., 2007; DOMINGUES et al., 2008; MARTINI et al.,
2008; MORILLO et al., 2010; MASCARENHAS et al., 2010; JUSTINO et al., 2011).
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Os dados obtidos neste estudo encontraram a infeccao por RVA em mais de
90% das criancas na faixa etaria de zero a 24 meses, semelhantes a outros estudos
conduzidos aqui no Brasil, onde a infeccdo por RVA também foi encontrada
principalmente dentro desta faixa etaria (CARVALHO-COSTA et al., 2006; CARMONA
et al., 2006; ANDREASI et al., 2007; GOUVEA et al., 2007; SILVA; SOUZA; MELO,
2010; JUSTINO et al., 2011). E importante ressaltar que neste estudo mais de 30%
das criangas com infeccdo por RVA pertenciam a faixa etaria abaixo de seis meses
de idade, esses dados foram semelhantes aos encontrado por Silva, Souza e Melo
(2010), no estado de Pernambuco no periodo de maio/2007 a setembro/2008,
Andreasi et al. (2007), em Campo Grande, no periodo de maio/2000 a janeiro/2004,
e com os Nunes et al. (2010), em Minas Gerais, no periodo de 2005 a 2007, onde
encontraram infec¢des sintomaticas nesta faixa etaria, porém Gouvea et al. (2007)
encontraram 19% e Justino et al. (2011) 2,6% de infecgdo por RVA nesta faixa de
idade. Alguns autores sugerem ser a causa da protegdo a provavel transferéncia de
anticorpos presentes no leite materno durante a amamentagao (LINHARES et al.,
1989; FERNANDES et al., 2000). Estes dados nao puderam ser comprovados, pois
essa investigacao néo foi realizada neste estudo.

Em relacdo ao sexo das criangas, observou-se uma predominancia neste
estudo do sexo masculino em comparagdo com o feminino, porém sem diferenca
estatisticamente significativa (p=0,51), concordando com outros estudos realizados
(FERNANDES et al., 2000; SOUZA, 2001; ANDREASI et al., 2007). Em outros
achados, como de Cardoso et al. (2003) e Silva, Souza e Melo (2010), foi observada
diferenca estatisticamente significativa quanto ao predominio do sexo masculino nos
pacientes analisados.

As manifestagdes clinicas variam de intensidade de acordo com a faixa
etéria e a imunidade do hospedeiro. O quadro clinico classico das infec¢gées por RVA
descrito na literatura ocorrem pelo inicio abrupto de vomito, febre, seguida da diarreia,
induzindo a desidratagdo (GUSMAO et al., 1999; OLIVEIRA; LINHARES, 1999; LINHARES
et al., 2005). Estudos realizados demonstraram que os RVA s&o responsaveis pela
maior gravidade da doenga diarreica comparado a outros enteropatégenos (OLIVEIRA;
LINHARES, 1999; LINHARES, 2000; KOUKOU et al., 2011). E importante destacar
que seis (50%) pacientes acometidos pela infeccdo por RVA, que necessitaram de
internamento, foram admitidos na UTI, com quadro grave de desidratacdo, sem

doenca de base e menores de 12 meses de idade.
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A ocorréncia de febre entre criancas com RVA é um dos principais sintomas
e ocorreram em 62,9% dos pacientes neste estudo, similares a outros estudos
realizados (COSTA et al., 2004a; NUNES et al., 2010). Os vomitos foram detectados
em 88,5% dos pacientes, semelhantes a outros estudos (GUSMAO et al., 1999;
SILVA; SOUZA; MELO, 2010).

Alguns estudos utilizaram para mensurar a gravidade das diarreias o escore
de Flores et al. (1987), que reune diversos parametros clinicos como a duracéao e
frequéncia da diarreia, vomitos e febre, necessidade de tratamento, desidratagéo,
com o somatério maximo de 20 pontos (FLORES et al., 1987). Este estudo utilizou
parametros preconizados pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) na classificagao
da desidratacdo, avaliados pelo médico no momento do internamento. Deve-se
considerar que esta avaliagado foi subjetiva e os casos avaliados foram realizados por
pessoas diferentes. Os achados laboratoriais que refletem o grau de desidratacao se
caracterizam principalmente nos casos graves, resultante das perdas fecais de agua
e bicarbonato. A desidratagcédo € classificada pelo valor do déficit de agua, estimada
pelos sinais clinicos em leve, moderada e grave e pelo valor do nivel sérico de sodio
em isotbnica, hipotdnica e hiperténica, 49% dos pacientes analisados apresentaram
hipernatremia (BARBOSA; SZTAJNBOK, 1999).

Quanto a associagdo da gravidade da doengca com o genoétipo, nao foi
encontrada diferenga estatistica nos resultados deste estudo. Em estudos realizado
por Linhares et al. (2006), em um ensaio clinico na América Latina, no periodo de
2001 a 20083, foi encontrada doenca mais severa associado ao G9 (LINHARES et al.,
2006). Outros estudos também relataram severidade maior a esse genétipo (ITURRIZA-
GOMARA et al., 2000; CUBIT; STEELE; ITURRIZA, 2000; KANG, 2006). Porém, outros
autores relatam n&o terem encontrado diferenca entre severidade da doenga com
paciente com infeccdo por G9 com infecgdo por outros gendtipos (ARISTA et al.,
1997; CLARK et al., 2004; AUPIAIS et al., 2009). Segundo Kang (2006), a gravidade
das infeccbes pode estar relacionada a viruléncia da cepa, a introdugcao de uma
nova cepa na populagdo e aos fatores de risco, como a desnutricdo e outras
comorbidades (KANG, 2006). Outros autores também sugerem que a intensidade e a
gravidade da doenga podem estar relacionadas a fatores virais como a NSP4
enterotoxina, NSP1 polimerase ou as proteinas da VP4 (tipo P) (MOTA-HERNANDEZ

et al., 2003; AUPIAIS et al., 2009). Diante desses fatos, torna-se necessaria uma
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vigilancia constante nas infeccbes causadas pelos RVA, tanto na base hospitalar
quanto na comunidade, para verificar a eficacia das vacinas atualmente disponiveis.
Os RVA sao considerados importantes agentes etiolégicos de infeccoes
nosocomiais entre criancas; os fatores que influenciam a aquisicao destas infec¢oes
podem estar relacionados com a idade, o estado imunolégico, a doenga de base, as
intervencdes diagndsticas e terapéuticas, as estagdes do ano e a duragao do tempo
de internamento (GUSMAO et al., 1995; DUCEL; FABRY; NICOLLE, 2002; GIANINO
et al., 2002). Os RVA também estao envolvidos nas diarreias em criancas admitidas
principalmente com infecgdes do trato respiratério, como as bronquiolites, nas quais o
pico de ocorréncia do virus sincicial respiratorio coincide com os dos RVA (THURET
etal., 2004; CARVALHO-COSTA et al, 2006). Estas infecgcbes causam, além da
morbidade, um grande impacto econdébmico em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (GUSMAO et al., 1999; HARRINGTON; BUTLER; CAFFERKEY, 2003).
Neste estudo foram considerados como portadores de infecgdo nosocomial pacientes
que apresentaram diarreia apds 72 horas de admissdo hospitalar, levando-se em
conta o periodo inicial de incuba¢édo do RVA de 24 a 72 horas, como esta descrito na
literatura (LINHARES et al., 2005). A prevaléncia encontrada foi de 12,5%; em outros
estudos essa prevaléncia variou entre 8 e 33% (GAGGERO et al., 1992; GIANINO et
al.,, 2002; KOCH; WIESE-POSSELT, 2011). Nove pacientes adquiriram infec¢des
nosocomiais, todos possuiam doengas de base consideradas graves e que
juntamente com a infeccdo pelo RVA pode ter contribuido para o aumento da
gravidade. O tempo de hospitalizagdo desses pacientes teve uma mediana de sete
dias, similar ao encontrado por Gianino et al. (2002), em Turin, onde a média
encontrada foi de 6,4 dias (GIANINO et al., 2002. Os gendtipos encontrados neste
estudo que circularam nos pacientes que adquiriram infecgbes nosocomiais, refletiram
0 mesmo gendtipo circulante no ano na comunidade, similar a outros achados
(GUSMAO et al., 1999; CHANDRAN et al., 2006). E importante salientar que a avaliagdo
das causas das infec¢cdes nosocomiais sdo importantes, para que se definam
estratégiais eficazes para a diminui¢cdo dos custos que tais infecgées acarretam nos
sistemas de saude, como, por exemplo, no tratamento, com o consumo de mais
medicamentos e com o aumento no tempo de internamento, possibilitando um risco
maior de exposicao do paciente a outros patégenos. Em alguns estudos realizados, os
autores sugerem que pequenas medidas de higiene, como lavagem das maos antes e

apos o0 manuseio do paciente, limpeza de instrumentos apds a realizacdo de exames
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entre um paciente e outro e o isolamento de pacientes infectados, poderiam ser
eficazes para a diminuicdo dos casos de infeccbes nosocomiais (GLEIZES et al.,
2006; KORDIDARIAN; KELISHADI; ARJMANDFAR, 2007; GUTIERREZ-GIMENO et al.,
2010; BUETTCHER; HEININGER, 2010).
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6 CONCLUSOES

- Para o diagnéstico de RVA o teste de EIE apresentou os melhores
resultados para a sensibilidade, especificidade e valores preditivos do
que o teste de AL.

- A metodologia de EGPA, e nested RT-PCR multiplex para detectar os
RVA, permitiu a andlise retrospectiva e consequente caracterizacao
genética de amostras de fezes coletadas entre os anos de 2001 a 2008.

- Os genotipos identificados no periodo do estudo foram G1 P[8], G4 P[8],
G9 P[8], G2 P[4], com alternancia de prevaléncia nos anos estudados
entre esses genétipos.

- Com relacdo ao local de internamento foi observada diferenca
estatisticamente significativa na comparacao entre os grupos, com maior
frequéncia de internamento na UTI para menores ou igual a 12 meses de
idade.

- Foi observada uma diferenca estatisticamente significativa com maior
frequéncia para a presenca da desidratagdo para o grupo menor ou igual
a 12 meses de idade.

- Na&o se observou correlagao entre o genétipo e a gravidade da infecgao

nos pacientes analisados.
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7 PERSPECTIVAS

- Sequenciar as amostras que nao puderam ser genotipadas para as
proteinas VP4 e VP7.

- Introduzir a metodologia de biologia molecular no HC-UFPR como técnica
de rotina para a pesquisa dos RVA e seus gendtipos permitindo uma
melhor compreensao da alternancia entre estes ao longo dos anos, bem
como conhecer a dinamica desta infec¢ao viral em nossa comunidade.

- Investigar outros virus entéricos, tais como: astrovirus, adenovirus e
norovirus, por meio da metodologia molecular (RT-PCR e PCR), e identificar

casos de coinfecgao.
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APENDICES



PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE ROTAVIRUS

Técnico:

APENDICE 1

Servigo de Analises Clinicas - Servigo de Angtomia Paoldgica

105

Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
Unidade de Apoio Diagnostico

Data da Extracao do cDNA: / /

METODO: ENZIMA SUPERSCRIPT™ — REVERSE TRANSCRIPTASE (INVITROGEN)

6uL do RNA extraido

1uL de cada primer especifico (o primer esta a 20 pmol por L)

% paraVP4-4con2e4con3

« paraVP7-9con1e9con?2

4uL de dNTPs 1,25 mM

Incubar a 65° (termobloco) por 5 minutos e colocar rapidamente no gelo

Adicione 8uL do MIX para cDNA
Incubar a 42° por 50 minutos

Incubar a 70° por 15 minutos para inativar a reagéo

MIX PARA cDNA

Reagentes 1 amostra 2 amostras 3 amostras
5X buffer 4uL 8uL 12uL
0,1 MDTT 2uL 4uL 6uL
RNAse OUT(40U/uL) 1uL 2uL 3uL
SuperScript ™ 0,5uL 1uL 1,5uL
H-O DNAse/RNAse free 0,5uL 1uL 1,5uL
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APENDICE 2
PROTOCOLO DE RT-PCR PARA DETECCAO DA PROTEINA VP7 DOS RV

Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana

Unidade de Apoio Diagnostico

Servigo de Analises Clinicas - Servigo de Angtomia Paoldgica

DATA DO PCR 1: / /
MIX RT- PCR- VP7
Reagentes Volume por reacao

10x PCR Buffer 2.5uL X =

MgCl2 50mM 1,0uL X =

1.25 dntp’s 4uL X =

Iniciadores consensuais G (9 con 1) 1uL X =

Iniciadores consensuais G (9 con 2) 1uL X =

Platinum TagDNA Polimerase 5U/uL 0,25uL X =

H2>0O DNAse/RNAse free q.s.p 22,5uL

Volume do cDNA 2,5uL

1x94°C -3
40 x 94°C — 45
Ciclos 40 x 45°g: —45”
40x72°C—1’
2 Hold 72°
4°C -
N.° das amostra N.° das amostra Posicao gel Posicao gel

1- 6- 1- 6-

2- 7- 2- 7-

3- 8- 3- 8-

4- 9- 4- 9-

5- 10- 5- 10-

= Analisar em gel de agarose a 1%

= Brometo de Etidium 1 uL

= Aplicar no gel: 5uL amostra + 4uL H,O + 1uL Tampao de amostra.
= Peso molecular: 1 Kb, Corrida 100V, por 45’.

= Produto Esperado: 904pb.
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APENDICE 3
PROTOCOLO DE nested RT-PCR PARA
DETECCAO DA PROTEINA VP7 DOS RV

Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
Unidade de Apoio Diagnostico
Servigo de Anadlises Clinicas - Servigo de Anatomia Paoldgica

DATA DO PCR 2: / /

MIX Nested - PCR- VP7

Reagentes Volume por reacao
10x PCR Buffer 25uL X =
MgCl, 50mM 1,0puL X =
1.25 dntp’s 4uL X =
Iniciadores consensuais G
Pool C - 9T1-1, 9T1-2, 9T-3P, 9T-4, FT-5 1uL X _
Pool D - HT8, 9T-9B, ET-10 -
Pool E - DT6, BT-11
Iniciadores consensuais G (9 con 1) 1uL X =
Platinum TagDNA Polimerase 5U/uL 0,25uL X =
H2O DNAse/RNAse free g.s.p ()24pL ()21pL
Volume do PCR 1 () 1uL () 4uL
1x 94°C-3
40x 94°C-1
Ciclos 5520 -2
72°C -1
2 Hold 72°C - 10’
4°C -
N.° das amostra N.° das amostra Posicao gel Posicao gel
1- 5- 1- 5-
2- 6- 2- 6-
3- 7- 3- 7-
4- 8- 4- 8-

Analisar em gel de agarose a 1% / Brometo de Etidium 1 pL

Aplicar no gel: 5uL amostra + 4puL H,O + 1uL Tampao de amostra.

Peso molecular: 1 Kb, Corrida 100V, por 45’.

Produto Esperado: Pool C: 158pb (G1); 244pb (G2); 466pb (G3); 403pb (G4);742pb (G5);
Pool D: 274pb (G8); 110pb(G9); 715pb (G10);
Pool E: 500pb (G6); 337pb (G11).



DATA DO PCR 1: /

APENDICE 4
PROTOCOLO DE RT-PCR PARA DETECCAO DA PROTEINA VP4 DOS RV
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Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana

Unidade de Apoio Diagnostico

MIX RT- PCR- VP4

Servigo de Analises Clinicas - Servigo de Angtomia Paoldgica

Reagentes Volume por reacao

10x PCR Buffer 25uL X =

MgCl> 50mM 1,0pL X =

1.25 dntp’s 4uL X =

Iniciadores consensuais P (4 con 2) 1uL X =

Iniciadores consensuais P (4 con 3) 1uL X =

Platinum TagDNA Polimerase 5U/uL 0,25uL X =

H>O DNAse/RNAse free qg.s.p 22,5uL

Volume do cDNA 2,5uL

1x94°C-3
40 x 94°C — 45”
Ciclos 40 x 45°g: —45”
40x72°C-71
2 Hold 72°
4°C -
N.° das amostra N.° das amostra Posicao gel Posicao gel

1- 6- 1- 6-

2- 7- 2- 7-

3- 8- 3- 8-

4- 9- 4- 9-

5- 10- 5- 10-

= Analisar em gel de agarose a 1%

= Brometo de Etidium 1 uL

= Aplicar no gel: 5uL amostra + 4uL H,O + 1uL Tampéao de amostra

= Peso molecular: 1 Kb, Corrida 100V, por 45’.

= Produto Esperado: 876pb.




APENDICE 5
PROTOCOLO DE nested RT-PCR PARA DETECCAO DA PROTEINA VP4 DOS RV

109

Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
Unidade de Apoio Diagnostico
Servigo de Analises Clinicas - Servigo de Angtomia Paoldgica

DATA DO PCR 2: / /
MIX Nested - PCR- VP4
Reagentes Volume por reacao

10x PCR Buffer 2.5uL X =

MgCl> 50mM 1,0pL X =

1.25 dntp’s 4uL X =

Iniciadores consensuais P 1ul X _

() Pool A(1T-1, 2T-1, 3T-1, 4T-1) ( ) pNCDV H B
Iniciadores consensuais P 1ul X _
()4con3( )4con?2 H B

Platinum TagDNA Polimerase 5U/uL 0,25uL X =

H>O DNAse/RNAse free q.s.p ()24uL  ()21uL

Volume do PCR 1 () 1pL () 4uL

1x94°C -3
40 x 94°C -1’
Ciclos 55°C-2
72°C -1’
2 Hold 72°C — 10’
4°C - o
N.° das amostra N.° das amostra Posicao gel Posicao gel

1- 5- 1- 5-

2- 6- 2- 6-

3- 7- 3- 7-

4- 8- 4- 8-

Analisar em gel de agarose a 1%
Brometo de Etidium 1 pL

P[1]: 622pb

Aplicar no gel: 5uL amostra + 4uL H,O + 1uL Tampé&o de amostra.
Peso molecular: 1 Kb, Corrida 100V, por 45’.
Produto Esperado: Pool A: 345pb(P[8]); 483pb (P[4]); 267pb)P[6]); 391pb (P[9]);




APENDICE 6
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FORMULARIO DE COLETA DE DADOS CLINICOS EPIDEMIOLOGICOS (1/1)

PACIENTES PEDIATRICOS/AMBULATORIAIS

| - IDENTIFICAGAO:

Data do inicio dos sintomas: Data do internamento:

Y I I Y Y I
Unidade de internamento:

| | UTI | | Ped. ambulatério | __ | Emergéncia pediatica
| __Jinfecto pediatrica | _ |outra:

Tempo de internamento:

Diagnostico:

Sexo ( )masculino () feminino  Obito ( )
Idade ( )0-6meses ( )7-12meses ( )13-24 meses ( )>24 meses
Febre ()

DEEC ( )sim ( )nao Quanto ( percentual)

Vémito ()  Anorexia ( )

N.° de Leucdcitos: N.° Linfécitos/bastonetes:

Gasometria: Na: K:

Resultado do exame Parasitolégico:

Sg.oculto () pesq.leucocitos ( ) gorduraneutra ( )  subst. redutoras ( )
N.° de evacuacdes por dia:

Resultado de Coprocultura:

Tipo de Rehidratacéo:

Antibioticoterapia ( ) sim () néo
Qual:

Evolugdo: |_|cura |_|o6bito |_|
Complicagoes:
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ABSTRACT

Rotavirus (RV) is the main etiological agent of diarrhea in children; its laboratory
diagnosis is fundamental to guide the clinical conduct and prevent its spread. RV
immunization was introduced in Brazilian 6-month-old children in 2006. The present
study was aimed to evaluate three methodologies used for human RV detection in
stool specimens obtained from patients hospitalized for gastroenteritis in a teaching
hospital and report the impact of RV immunization in hospitalization by diarrhea. 293
stool samples collected in the 2001-2008 period were analyzed by enzyme
immunoassay (EIA), latex agglutination (LA) and polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE). Rotavirus was detected in 34.8% of samples by LA assay, 28.3% of
samples by EIA assay and in 25.6% of samples by PAGE assay. Considering the
PAGE method as gold standard, the sensitivity, specificity and accuracy of EIA were
94.6%, 94.4% and 94.5%, and to AL were 82.6%, 81.6% and 81.9%, respectively.
These results indicate that antigen detection by EIA is a rapid, sensitive and specific
method, and could be used in large-scale applications for the screening of stool
suspected of RV infection. This study showed decreased incidence of RV infection in
hospitalized children prior to the implementation of the national immunization

program against RV.
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INTRODUCTION

Diarrhea is a leading cause of deaths in children despite the decline in
mortality observed over the past few years.'? Rotavirus (RV) is the most important
etiological agent of diarrhea in children under five years old, and accounts for 111
million episodes of gastroenteritis in the world, and by approximately 611,000 deaths
annually, mainly in developing countries.? In Brazil, several studies were conducted
to demonstrate the importance of RV in children morbidity and mortality.®#>¢78210

The rotavirus belongs to the Reoviridae family, exhibits icosahedral symmetry,
it's not enveloped and was first identified by electron microscopy by Bishop et al.,
1973." The viral particle consists of three layers of protein and the viral genome
consists of 11 segments of double-stranded RNA (RNA d.f.), which encode six
structural proteins, VP1-4, VP6 and VP7 and six non-structural proteins, NSP1-6.'%'3
The VP6 protein, located in the inner capsid of the virus contains the antigenic
determinants, which allow their classification into seven serogroups of A to G, with
group A being the most common agent of diarrhea in infancy.?®'*'* RV infection can
range from mild diarrhea, with limited duration, to a severe case, with fever, vomiting
and dehydration.'>'"7

Laboratory diagnosis of rotavirus infection are usually performed by antigen
detection, using enzyme immunoassay'® or latex agglutination (LA) techniques,
which have a sensitivity and specificity above 90%. Molecular techniques such as
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and reverse transcription-polymerase
chain reaction (RT-PCR) are applied to determine the RNA migration patterns and
virus genotyping, respectively.'819:20-21

In 2006, the RV vaccine was introduced by the Brazilian National
Immunization Program for children younger than six months, since then, the impact
of this immunization has been analyzed by monitoring the decrease of children
hospitalization by gastroenteritis and by laboratorial surveillance based on viral
antigen tests results.?? The virology laboratory of Hospital de Clinicas of the Federal
University of Parana (HC-UFPR), a teaching hospital, has detected this virus in
children hospitalized by gastroenteritis; Screening by antigen detection using EIA or
LA methods was carried out, followed by PAGE techniques to viruses profile
analysis, positive samples for the detection of viral antigens are notified and sent to

reference laboratories for genetic characterization. The results of these laboratory
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screening tests and the impact of the immunization on the incidence of RV infection

in children admitted to the Clinical Hospital-UFPR were presented in this study.

MATERIALS AND METHODS

Stool samples from patients with acute gastroenteritis admitted to the HC-
UFPR from April 2001 to December 2008 were analyzed using the LA, EIA for
antigen detection and PAGE for RNA detection methods.

The stool samples were collected in plastic vials without preservatives and
sent to the virology laboratory immediately after collection. The samples were then
processed or stored at -20°C for as long as 24 hours before processing.

EIA was performed using Rotascreen Il kit® (Rotascreen Il-Microgen-
Bioproducts- Camberley, U.K.) or EIARA kit (Immunoassay for rotavirus and
adenovirus-Biomanguinhos, RJ, Brazil). Latex agglutination was carried out using
Virotect kit® (Omega Diagnostics, Scotland, United Kingdom) or Rotascreen® Kit
(Rotascreen-Microgen-Bioproducts, Camberley, U.K). Both methods were performed
according to the manufacturer’s instructions. All tests kits cover all the requirements
of the Brazilian Sanitary Surveillance Agency (ANVISA) for use in laboratory
diagnosis. Furthermore, they were validated by the local virology laboratory, where
the analysis of a previously characterized group of samples was carried out.

PAGE was standardized using the method previously reported by Boom et al.
(1990)?® with some modifications for the extraction of viral RNA and separation of
genomic segments.?* The RNA was loaded onto a polyacrylamide discontinuous gel
(7.5% -separator and 3.5% - concentrator) for 2 hours at 100V. The gel was stained

|.25

with silver nitrate using the method of Herring et al.® RNA extracted from simian RV

(SA11) was used as positive control on PAGE analysis.

Statistical Analysis

Descriptive analysis was performed for all the variables. Data were compiled
and analyzed using JMP Software Version 5.2.1. Sensitivity, specificity, accuracy,
likelihood ratios (LRs), positive and negative predictive values were calculated using
binomial exact methods. According to these calculations, a specimen was considered
to contain the rotavirus when it was positive by PAGE (gold standard). Agreement

between the assays was evaluated using Kappa coefficient. Kappa values above
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0.75 indicate strong agreement; values between 0.40 and 0.75 represent fair to good
agreement and values below 0.40 reflect poor agreement. Correlation between EIA,
LA and PAGE was analyzed using the Spearman correlation coefficient. The
differences between groups were analyzed using Chi-square test or Fisher's exact
test, as appropriate. All tests were over two-tails. A p value of < 0.05 was considered
statistically significant.

Ethics

The procedures involving the use of the bank of clinical samples from the
laboratory of virology for the detection of RV in human stool samples had the
approval of the Committee on the Ethics of Research on Human Beings of the HC-
UFPR, under registration number 4441.023/2002-04.

RESULTS

A total of 293 fecal samples collected from 286 children with acute
gastroenteritis were analyzed. The rotavirus antigen was detected in 34.8%
(102/293) of the samples by LA, 28.3% (83/293) by EIA and in 25.5% (75/293) by
PAGE.

Figure 1 shows the distribution of positive samples by different laboratory tests
and the total amount of samples collected each year. Overall, there was a good
correlation between the tests, though not for all the years of the study. Significant
differences between the results were observed in 2007 when all samples were
positive only by latex agglutination, determining false positive results. A decline in the
number of patients positive for rotavirus has been observed since 2004, two years
before the vaccine introduction.

Compared to PAGE, EIA presented 94.6%, 94.4% and 94.5% of sensitivity,
specificity and accuracy, respectively. The positive predictive value was 85.5% and
the negative predictive value was 98%. The sensitivity, specificity and accuracy of the
LA test were respectively 82.6%, 81.6% and 81.9%. The positive predictive value
was 60.7% and the negative predictive value was 93.1%. Considering all the results
obtained, the degree of agreement of the tests (Kappa measures) was 0.86 and 0.57
for EIA and LA, respectively. The likelihood ratio values of EIA (LR+ and LR-)

demonstrated that, unlike LA, test results were essential to help confirm diagnosis.
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There was no statistically significant difference in the results obtained between PAGE
and EIA (p = 0.51), the opposite was observed comparing the results between PAGE
and LA (p = 0.018).

Figure 2 shows the contingency table obtained by comparison of the results of
EIA and LA with PAGE results, and the summary of the operational characteristics of

the tests of rotavirus antigen detection.
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Figure 1. Rotavirus positive results and number of samples studied, 2001-2008.
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Kappa measures: 0,57 = 0.05
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Likelihood Rate (-): 0.2
Operational characteristics
Sensitivitty = 82.6%

Specifcity = 81 6%

Accuracy= 81.9%

Positive Predictive Value = 60.7%
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Figure2. Rotavirus diagnosis — Contingency table and operational characteristics of antigen detection tests
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DISCUSSION
Several decades after the description of the rotavirus, many studies have been

carried out to compare detection techniques.'®26:27:28:29.3031

Currently, various
commercial tests are available from those based on less laborious techniques that
enable a quick diagnosis, e.g. antigen detection methods, to more complex tests
such as the polymerase chain reaction.3%3334

In this study, we evaluated different antigen detection tests for establishing the
diagnosis of rotavirus infection in samples from children with gastroenteritis. A
prevalence of diarrhea associated with RV of 25.6% (75/293) similar to that reported

in Brazil®®® and in other countries®”%®

was found. PAGE is an important tool to
understand the epidemiology of RV and it was chosen as the gold standard test due
to its specificity and practicability and also, because it detects non-A RV.3%4041
However, its use as screening test is not recommended due to the need for technical
training for its implementation and longer time of execution.** Some positive results
to antigen detection by EIA and LA were found, though with negative results by
PAGE. It is important to mention that the antigen detection tests using PAGE were
carried out at different moments, and the samples were frozen at -70 °C for different
periods, which may have affected PAGE results.

There was no significant difference between the EIA and PAGE methods. The
positive and negative likelihood ratio showed that EIA positive and negative results
can be used to confirm diagnosis of rotavirus infection. These results indicate that
EIA assay is as sensitive and specific as the PAGE method, and could be applied on
a large scale from the screening of stool suspected of rotavirus diarrhea, having a
good correlation with the disease.?' 344344

The degree of agreement of the tests analyzed by Kappa measures in the
results between LA and PAGE showed regular/good agreement, demonstrating low
sensitivity for latex agglutination test like other studies.?***¢*" Regarding specificity,
some authors report that, unlike our findings, they have found values above 90%,
where the specificity obtained in this study was 81.9%.***® In general, the results
obtained by PAGE and EIA had strong agreement, unlike the findings for PAGE and
AL. Recent reports show that the performance of commercially available latex
agglutination tests compares favorably to virus isolation and ELISA.*® Nevertheless,
in this study, the variability observed in LA results for some years has strongly

jeopardized its reliability as a screening test. Thus, it has not been possible to predict
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the occurrence (or non-occurrence) of the disease based on LA results. Although this
technique may be useful in certain situations, such as outbreaks of the disease, or in
locations with lack of resources for RV detection, because it is fast, practical and has
low cost.3'°

A different distribution of positive samples was observed using this method in
different years, with a progressive decrease in the number of samples investigated
since 2004. A study to assess the impact of vaccination against the rotavirus has
been previously conducted by our institution. The number of outpatient appointments
and hospital admissions for gastroenteritis before and after the implementation of
vaccine (2005 and 2007) was assessed. That study showed a reduction of 54.2%
and 39.4% of medical appointments for children less than 12 months old and 12 to
60 months old respectively. Furthermore, there was also a reduction of 43.9% and
33.3% of hospital admissions for gastroenteritis in children less than 12 months old
and 12 to 60 months old, respectively, considering vaccination coverage around 80%
in the referred period.>"

The decline in the number of positive cases observed in this study, before
vaccine implementation, can be explained by the improvement of sanitation
conditions (access of the poorest populations of the region to safe sanitation) and
also by the achievement of public health politics based on the availability of primary
care at health units and by the policy of the teaching hospital of referring severe
cases to tertiary care.

Despite the fact that the vaccination program is being implemented on a
continuous basis and its initial impact on the reduction of cases of rotavirus infection,
we found that hospital admissions for severe cases of the infection persist in the
tertiary hospital. This can be explained by the occurrence of the disease in patients
with risk factors who did not respond to vaccine or were not vaccinated. Therefore, it
is essential to proceed with laboratory diagnosis of this disease, as well as to monitor
viral genetic variability, which could influence the response to immunization.

RV vaccines have been introduced in Brazilian Immunization Calendar and the
surveillance has been made by laboratory diagnosis using antigen detection
methods. It is important to determine the performance of these methods in order to
know how these can influence the data obtained and try to maintain a homogenous
guidelines laboratory tests in all public laboratories. Concerning the methodologies

employed to RV diagnosis, the results of this study stress the need for constant
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evaluations of the performance of RV detection tests due to the great availability of

kits in the market.

CONCLUSION

A few laboratories in Brazil perform testing to diagnosis RV infection, and
there is not a standardization of what methods should be used. These results
indicate that antigen detection by LA has higher sensitivity, but lower specificity than
EIA, which is a rapid, sensitive and specific method, and could be used in large-scale
applications for the screening of stool suspected of RV infection. EIA would provide
the most appropriate information to monitoring RV infection, and consequently yield
the clearest baseline information to assess immunization response.

We declare that we have no conflicts of interest.
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ANEXO
PREPARO DE REAGENTES E TECNICAS

1. PREPARO DE REAGENTES

1.1

1.1.1

PARA EXTRACAO
Tampao da Amostra: Tris/HCI 0,01M, Cloreto de Ca*™ 0,0015M, pH 7,2.

Etanol a 70%: 30 mL de H,0 ultrapura DNAse/RNAse free/70 mL de alcool etilico
P.A. (manter a 4°C).

Preparacaoda silica

- Pesar 60g de silica (dioxide — Sigma) dentro de uma proveta e completar para
500mL com H,0 ultrapura DNAse/RNAse free e homogenizar;

- Deixar sedimentar por 24h;

- Retirar 430mL do sobrenadante por aspiracao;

- Ressuspender a silica para 500mL com H,0 ultrapura DNAse/RNAse free e
homogeneizar. Deixar sedimentar por 5h;

- Retirar 440mL do sobrenadante por aspiracdo e adicionar 600uL de acido
cloridrico puro (HCI P.A. a suspensao deve ficar em pH 2 - ndo é preciso ajuste
em medidor de pH);

- Agitar com uma barra magnética dentro da proveta para manter a suspensao de
silica em constante homogeinizacao;

- Pipetar aliquotas de 5mL em frascos ambar e autoclavar por 20 min /121°C;

- Estocar em temperatura ambiente e no escuro.

Tampao L6
GUSCN(isotiocianato de guanidina) 120g
Tris/HCI 0,1m - pH 6.4 100mL
0,2M EDTA - pH 8.0 22mL
Triton X-100 2,69
Tampao L2
GUSCN(isotiocianato de guanidina) 120g
Tris/HCL/ 0,1M - pH 6.4 100mL
0,2M EDTA pH 8.0 22mL
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1.2 PARA A CONFECGCAO DO GEL

1.2.1

1.2.2

1.2.3

1.2.4

1.2.5

Acrilamida a 50%/Bis-Acrilamida a 1,3 %;
4X Lower-tris: Tris-base 181,79 para 1 L /H,0 destilada, pH 8,8;
4X Upper-tris: Tris-base 60,69 para para 1 L /H.0 destilada, pH 6,8;

Tampéao de Corrida de eletroforese - 4X concentrado- 12g de Tris-base, 57,68g de
glicina, para 1 L/ H.0 destilada, pH 8,2;

TBE - 89mM Tris-base, 89mM Acido bérico, 2mM EDTA (pH 8.0).

1.3 PARA A COLORAGAO DO GEL

1.3.1

1.3.2

1.3.3

Solucéo Fixadora: Etanol 10%/Acido Acético 5%/H,0 destilada (g.s.p. 100mL)
Solucéao Corante: 0,185g de Nitrato de Prata/ H,0 destilada (g.s.p. 100mL).

Solucao Reveladora: 0,3g de Hidroxido de Sédio/0,02g de Borohidreto/750uL de
Formaldeido P.A/ H,0 destilada (g.s.p. 100mL). Preparar no dia do uso.

1.4 PROTOCOLO DE TECNICAS

1.4.1

1.4.2

Preparacao da suspensao da amostra (10%)

- Colocar 1mL de tampao de amostra em tubo tipo eppendorf;

- Adicionar aproximadamente 0,1g da amostra de fezes, se forem liquidas usar
proporcao 1:2, e homogeneizar no vortex;

- Centrifugar por 20 minutos a 4°C — 2000rpm;

- Coletar o sobrenadante para um frasco novo e desprezar o restante em hipoclorito
de sédio 5%.

Extracdao de dsRNA (BOOM et al., 1990, modificado)

- 200ul da suspenséo da amostra em tubo tipo eppendorf de 1,5mL;
- Adicionar 0,8mL do tampéao L6 — homogeneizar no vortex;

- Apés +/-5 minutos e adicionar 10uL de silica;

- Homogeneizar e incubar por 20 minutos a TA em agitador orbital;
- Centrifugar por 30 segundos a 14000rpm/4°C;

- Descartar o sobrenadante no pote de NaOH 10M;

- Adicionar 500uL de tampéo L2;
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- Homogeneizar e centrifugar por 30 segundos a 14000rpm/4°C;
- Descartar o sobrenadante no pote de NaOH 10M;
- Adicionar 500uL de ETANOL 70% (4°C) e homogeneizar;
- Centrifugar por 30 segundos a 14000rpm/4°C e descartar o etanol;
- Adicionar 500uL de ACETONA P.A. (4°C) e homogeneizar;
- Centrifugar por 30 segundos a 14000rpm/4°C e descartar a acetona;
- Incubar em banho-maria por 15 minutos a 56°C.
OBS.: deixar as tampas dos tubos tipo eppendorf abertas para evaporar a acetona.
- Adicionar 50uL agua ultrapura livre de DNAse/RNAse e homogeneizar;
- Incubar em banho-maria por 15 minutos a 56°C;
OBS.: tampas fechadas dos tubos eppendorf.
- Homogeneizar e centrifugar por 3 minutos a 14000rpm/4°C;
- Coletar +/- 40pL do sobrenadante em tubos tipo eppendorf novos;

- Descartar o precipitado e estocar a -70°C por muito tempo ou 4°C para o mesmo dia.

1.4.3 Preparacao do gel

1.4.3.1 Gel Separador 7,5%:

Reagentes 10 mL
Agua destilada 57 mL
Tampao 4x “Lower Tris” 2,5mL
Acrilamida / Bis-Acrilamida 1,5mL
*Persulfato de Amonia 2% 0,3mL
*TEMED pL

1.4.3.2 Gel Concentrador 3,5%:

Reagentes 2mL

Agua destilada 1,22mL

Tampao 4x “Upper Tris” 0,5mL

Acrilamida / Bis-Acrilamida 0,16mL

*Persulfato de Amonia 2% 0,12mL

*TEMED 3uL

* Os catalisadores séo os Ultimos a serem adicionados — somente no momento de

formar o gel.

- Montar o recipiente (placas de vidro e espassadores) onde o gel se formara;
- Adicionar os catalisadores a mistura do gel separador (7,5%), homogeneizar
suavemente, colocar dentro do recipiente de formacao do gel;
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Colocar £ 0,5mL de Butanol sobre o gel separador ainda nao polimerizado
(o butanol nivela o gel e evita o contato da acrilamida com o ar), aguardar a
polimerizagéo;

Depois de polimerizado, retirar o butanol mais agua, virando o recipiente, secar o
resto com papel de filtro;

Adicionar os catalisadores a mistura do gel concentrador (3,5%), homogeneizar
suavemente e colocar no recipiente de formacao do gel, inserir o pente imediatamente,
aguardar a polimerizacao;

Apods a polimerizagao completa, retirar o pente;

Montar as placas com o gel polimerizado na cuba de eletroforese com o tampé&o;
Lavar os pocos de aplicagdo das amostras com esse tampao patra retirar o
excesso de acrilamida;

Adicionar 21uL das amostras, inclusive padrao SA11 e 7uL da solucao Tris/HCL
0,0625 M, pH 6,8/Ureia 5 M /2- mercaptoetanol 5%/ SDS 3%/ azul de Bromofenol
0,01% e incubar a 56°C por 15 minutos;

Aplicar controles e amostras nos pogos;

Conectar os plugs na fonte de eletroforese e selecionar: corrente constante,
ajustar para 200 V/20mA/12 W, por * 2 horas;

Retirar o gel entre as placas apés o tempo de corrida para coloracgao;

Coloragéao do gel

Transferir o gel cuidadosamente para uma cuba plastica contendo 100mL de
solugao fixadora;

Homogeneizar durante 30 minutos em agitador orbital a 30rpm;

Remover a solucéo fixadora e lavar o gel 3 vezes com H,0 destilada;

Adicionar 100mL de solugéo corante;

Homogeneizar durante 30 minutos em agitador orbital a 30rpm;

Remover a solugao corante e lavar o gel 3 vezes com H,0 destilada;

Adicionar 100 mL da solugao reveladora;

Homogeneizar em agitador orbital a 30rpm até surgir as bandas (£ 15 minutos);
Remover a solugéo reveladora e adicionar 100mL de Acido Acético a 5%;
Homogeneizar durante 20 minutos em agitador orbital a 30rpm;

Remover a solugao e adicionar 100mL de Etanol a 10% para interromper o acido
aceético;

Transferir o gel para folhas de acetato removendo o excesso de liquido
com papel toalha e fotografar o gel.



