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RESUMO

O rotavirus € um virus RNA, de estrutura icosaédrica, com 65 a 70 nm de diametro,
pertencente a familia Reoviridae e possui um genoma segmentado em 11 filamentos. O
rotavirus € o mais importante agente etioldégico das gastroenterites que acometem
criangas em todo o mundo. O virus infecta o intestino delgado e a transmissao ocorre
por via fecal-oral.

O objetivo deste estudo foi comparar os métodos de Aglutinacdo em Latex (AL) e
Ensaio Imunoenzimatico para deteccdo de Rotavirus e Adenovirus (EIARA),
comumente utilizados para o diagnéstico de rotavirus, e analisar a epidemiologia das
infeccdes por rotavirus na cidade de Curitiba.

Foram coletadas 428 amostras fecais no periodo de janeiro a outubro, as quaisﬁi
foram submetidas ao teste AL, e tiveram os dados demograficos anotados em
prontuario. Foram analisadas 285 amostras pelos métodos AL e EIARA. Os resultados
obtidos pela AL foram: 44 amostras positivas, 214 amostras negativas e 27 amostras
indeterminadas. Considerando o EIARA como padrdo ouro, o teste de AL mostrou
sensibilidade e especificidade de 96%, valor preditivo positivo de 85% e valor preditivo
negativo de 99%. Dos resultados indeterminados para AL, 63% das amostras foram
reagentes para EIARA. A infecgéo por rotavirus foi mais frequente nos meses de maio,
junho e agosto, que apresentaram temperatura baixa, umidade relativa do ar e indice
pluviométrico também muito baixos. A infecgdo atinge criangas menores de 5 anos de
idade e igualmente ambos 0s sexos.

Este estudo demonstrou que o rotavirus tem uma importante prevaléncia na cidade
de Curitiba principalmente no periodo de maio a agosto. Os resultados indicaram que a
AL apresenta sensibilidade e especificidade altas, porém as amostras indeterminadas

devem ser submetidas a um teste confirmatorio.



iINDICE

1. INTRODUGAGO.......ceeeeererencnrssnessesssessesssssssssssssesssssssssassssasssssssssssasssnsssssssssnsasaes 1

T A HISIOMICO. ... e 1
1.2 ClasSifiCaCAOD. ............ooiiiiieee e 2
1.3MOIfOIOGIA. ... 2
TAPAIOGENIA. ... ... 3
1.5RESPOSIA IMUNE... ... 3
1.6 EPIdemMIOIOQIA. .. ... .. 4
1.7 TIANSIMUSSA0. ...ttt e e e e e et ae e e e e e e e enneseees 4
1.8 DIAaGNOSHCO. ... 5
1.8.1Aglutinagdo em LateX..........cooooiii e 5
182 EIARA ..o 6
1.9 TratAmMENTO. ... e 6
110 Profilaxian.......oooeeieieeeeee e 6
2. JUSTIFICATIVA....cceeeeeerererseeeneses s esssss s sssams s s s s s s e s ssssanmsassasssssssnnnansaesassassnnnans 8
3. OBJETIVOS....... .o ciicneeeirsiissccsssneness s sss s sasansnsssnsesssssnssansanssnsanssssnsnnsnnsssnsnssssnnns 8
4. MATERIAIS E METODOS.......ccouiuiuiieeesessssasssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssseneas 9
4.1 CaASUISHICA.......euveieieeeee e 9
A2 MEOUOS. ... ... 9
4.2.1 Processamento das AMOSIras. ...........cooouviimmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 9
4.2.1.1 Processamento 1- Aglutinacdo em Latex............................... 9
421.2Processamento 2 —EIARA. ... 9

422 Métodode AGIUtiNAGa0...............ooooiiiiii 10

423 MEOdO EIARA. ... ..o 10

4.2.3.1 Procedimento doteste............ccooooiiiiiiiiiii 10

424 Calculodo Cut Off........coooii 12

4.3 Preparo de SOIUGOES. ..........oooeviiiiiiieeee e, 13

5. RESULTADOS........ccooieriiimimisnisnnsiiasssssasssssssssssnsssssssssssssnsssssnsssssssssssanssssanes 14



6. DISCUSSAO

7. CONCLUSAOD.....cceeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeseessssssssessssnsesseesssssassssssansesasessesssssanessnsensessnnssns 22
8. BIBLIOGRAFIA.........eoeeeeeeceeeeeeeemeeereeeeessaseesssesesssesassnsssnssnsaseesnsensenseesssnssnssesensenes 23



1. INTRODUGAO

1.1 HISTORICO

Rotavirus € o0 mais importante agente etiolégico das gastroenterites que
acometem criangas e recém-nascidos no mundo todo (STALS et al, 1984) .
Nas duas décadas passadas, causas virais de gastroenterites foram descobertas, e as
viroses foram, juntamente com as bactérias e parasitas, envolvidas como um
importante patégeno da gastroenterite (BLACKLOW & GREENBERG, 1991).

O virus foi descrito pela primeira vez em 1973 por Bishop et al quando
analisavam bidpsia de mucosa duodenal de 9 criangas com gastroenterites nio
bacterianas. Os autores observaram, através de microscopia eletronica, particulas
virais em células epiteliais de seis pacientes que apresentavam morfologia idéntica
(BISHOP, 1973).

Em 1973, Flewett et al observaram em amostras fecais de pacientes com
gastroenterites, através de microscopia eletrénica, que 19,84% das amostras
continham particulas virais parecidas com 0s reovirus, mais ou menos na mesma
época dos trabalhos de Bishop (FLEWETT, BRYDEN & DAVIES, 1973). Desde a
descoberta do virus Norwalk em 1972, foram descritas cinco categorias importantes
de gastroenterites virais que acometem humanos: rotavirus, adenovirus entérico, virus
Norwalk, calicivirus e astrovirus.

O rotavirus é conhecido como o0 agente mais comum da diarréia severa infantil,
causando 3,5 bilhbes de casos de infeccdo por ano nos Estados Unidos (OMS),
resultando em 35% de hospitaliza¢des por gastroenterites e 75 das 150 mortes em um
estudo realizado em varios hospitais ( HO, 1988).

No Brasil, os primeiros casos de gastroenterite por rotavirus foram descritos por
Linhares et al em 1977, que detectaram a presenga do virus em amostras diarréicas
de criangas em Belém do Para e em uma populagéo indigena da regido. Desde entéo,
passou-se a observar a presenga do virus em outras regides do pais
(GUIMARAES, 1994).



1.2 CLASSIFICACAO

Rotavirus esta classificado como um membro da familia Reoviridae
(MATTTHEWS, 1978), que possui oito géneros distintos: Orthoreovirus, Rotavirus,
Orbivirus, Coltivirus, Aquareovirus, Cypovirus, Oryzavirus, Phytoreovirus, e Fijivirus; O
género Rotavirus pbssui cinco espécies: Rotavirus A, que infecta passaros e
mamiferos, Rotavirus B, que infecta mamiferos, Rotavirus C, que infecta homens e
suinos, Rotavirus D, infecta aves e o Rotavirus E que infecta suinos. (VAN
REGENMORTEL, 2000). Os membros da familia Reoviridae se caracterizam por
serem virus de simetria icosaédrica, sem envoltério, medindo de 60 a 80 nm e
apresentam RNA de cadeia dupla (CARBALLAL, 1991).

Sorologicamente, se dividem em trés grupos antigénicos por reagdo de
neutralizacdo e inibicdo de hemaglutinacdo, e todos compartiilham um antigeno
comum de fixagdo do complemento (CARBALLAL, 1991). O Rotavirus pode ser
diferenciado dos demais virus da familia por sua capacidade de fixar complemento e
por microscopia eletronica (IEM). (KAPIKIAN & CHANOCK, 1990)

1.3 MORFOLOGIA

A denominacgéo rotavirus € originaria da palavra latina Rota, que significa roda, em
fungéo de sua forma circular. O Rotavirus mede aproximadamente 70 nm de didmetro
e possui um capsideo protéico, icosaédrico e duplo. O capsideo interno contém onze
segmentos RNA de dupla cadeia, que sao classificados em quatro classes por ordem
de tamanho conforme demonstrado pelo método de Eletroforese em Gel de
Poliacrilamida (LENNETE, 1995), e também proteinas com antigeno comum de grupo
- VP6. O capsideo externo, contém os determinantes antigénicos especificos VP7 e
VP4 (GUIMARAES,1994). As demais proteinas que compdem o rotavirus estdo
ilustradas na figura 1.

O desenvolvimento de técnicas para cultivo de rotavirus em cultura celular
possibilitou a identificacdo dos subgrupos e sorotipos virais ( SATO et al, 1981). O
género Rotavirus é constituido pelos sorotipos A, B, C, D, E que sé&o diferenciados por

um antigeno que esta presente na proteina VP6. Todas as cepas que possuem esse



Figura 1 - ESTRUTURA DIAGRAMATICA DO ROTAVIRUS
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segundo CONNER, MATSON, ESTES, 1994



determinante antigénico se enquadram no grupo A; e as cepas que ndo 0 possuem
sd0 chamadas atipicas e estdo nos grupos B, C, D, e E (GOMEZ & GRINSTEIN,
1991).

1.4 PATOGENIA

Os virus infectam as células do intestino delgado responsaveis pela secregdo de
enzimas digestivas e absor¢édo de nutrientes, resultando em diminuicdo da absorgéo
de agua e de sais, com consequente diarréia liquida e desidratagdo. A diarréia ocorre
pelo aumento da pressao osmotica no intestino e a acidose metabdlica ocorre pela
fermentagéo bacteriana desses carbohidratos.(GASTROENTERITES VIRAIS)

Bishop et al observaram em seu trabalho que muitas criangas mostraram
anormalidades na mucosa duodenal associadas com uma depressdo na atividade da
enzima dissacaridase. Adultos e criangas apresentaram dano nas mucosas retal e
gastrica durante a doenca. Durante a convalescenca, o nivel de atividade da
dissacaridase e o tecido duodenal retornaram rapidamente ac normal (BISHOP,1973).

Nas infec¢des por Rotavirus, estudos de bidpsias revelaram que ha encurtamento
e atrofia nas vilosidades intestinais, alargamento das células reticulares, infiltragéo de
linfécitos nas vilosidades da lamina prépria e microvilosidades irregulares. O maior
mecanismo da indugdo de diarréia por Rotavirus parece ser um decréscimo da
absorcdo de sais e agua relacionado a uma infeccdo seletiva das células absortivas
das vilosidades intestinais resultando em uma secre¢do bastante fluida ( LENNETE,
1995).

1.5 RESPOSTA IMUNE
A protec&o imunoldgica contra a infecg&o por rotavirus € mediada por mecanismos
que previnem a invasdo de enterocistos suscetiveis, a fim de limitar a disseminagéo
da infeccéo.
- Estudos com imunizag&o passiva em animais demonstraram que a imunizagao
sorolégica apenas ¢ insuficiente, e a imunizagdo no intestino é necessaria (CONNER
& RAMIG, 1997). Os anticorpos intestinais, principalmente IgA, tém sido apontados



como os de maior importancia para protecéo, sendo encontrados em amostras fecais
durante todo o periodo clinico da infeccdo (STALS et al, 1984). Respostas epitopo —
especificas para a VP7 e VP4 também parecem estar correlacionadas com a
imunidade contra a infecgdo (CONNER & RAMIG, 1997).

1.6 EPIDEMIOLOGIA

A maior incidéncia de infecgbes por Rotavirus ocorre em criangas menores de dois
anos de idade (SINGH-NAZ, RODRIGUEZ & PEDREIRA, 1990), sendo que o pico de
incidéncia da doenga ocorre de trés a quinze meses de vida, mas com uma
mortalidade consideravel até o segundo ano. Durante os dois ou trés primeiros meses
de idade, a crianga é relativamente imune a doenga, pois acredita-se que o anticorpo
materno seja transferido através da placenta ao feto (BLACKLOW & GREENBERG,
1991).

O rotavirus tem uma consideravel sazonalidade que influencia fortemente no
nuamero de infecgbes anuais, sendo que o pico de ocorréncia dos casos se da no
inverno € o minimo se da no verdo ( KELKAR et al/, 1999). O numero de
hospitalizacées também aumenta nos meses de inverno e diminui consideravelmente
no verao (HO et al, 1988).

O rotavirus do tipo A é responsavel pela maioria dos casos de surtos de
gastroenterites por rotavirus; no entanto, os virus do grupo B e C também s&o capazes
de infectar humanos (GUIMARAES, 1994). Casos de infecgdes por rotavirus do grupo
C foram observados em adultos em Sao Paulo (SOUZA, 1998), e em pequenos surtos
no Japao, Finlandia e Inglaterra (GUIMARAES, 1994). Os virus dos grupos D e E

infectam aves e suinos respectivamente.

1.7 TRANSMISSAQO

O rotavirus é transmitido por via fecal-oral. A administracdo oral de um material
fecal rotavirus-positivo leva a aquisicdo da doencga (KAPIKIAN et al, 1983). A origem
da infecgdo por rotavirus em criangas sadias que ndo entraram em contato com
outras criangas com gastroenterite ndo € bem documentada (KAPIKIAN & CHANOCK,



1990), porém, ha uma provavel possibilidade de um irmao mais velho ou os proprios
pais com infecgcdo subclinica transmitirem a doenga para a crianga (ENGLEBERG et
al, 1982).

A resisténcia do virus ao ressecamento facilita a transmissao através da agua, de
objetos contaminados e das maos. Ao ser ingerido, o rotavirus vai até o estdbmago
onde resiste a degradagdo pelo pH acido e sais biliares. Nado ha evidéncia da
transmissdo de rotavirus animal para os humanos ou vice-versa em condi¢cdes
naturais, mesmo porque 0s genes de rotavirus humano diferem dos genes dos
rotavirus que acometem os outros animais (KAPIKIAN & CHANOCK, 1990).

1.8 DIAGNOSTICO

Devido a grande quantidade de particulas virais presentes nas fezes, todos os
métodos diagndsticos compreendem o reconhecimento dos sintomas clinicos ou a
deteccdo de antigenos ou componentes virais nas fezes. Atualmente, os métodos
mais utilizados em todo o mundo sdo os que detectam antigenos virais como a
Aglutinacdo em Latex e Ensaio Imunoenzimatico; diferentemente da ME e cultivo
celular, ambos sdo métodos rapidos mas também muito sensiveis, sendo ideais para o
diagnéstico clinico.

Estas técnicas se baseiam em uma reacdo antigeno-anticorpo e detectam o
principal componente antigénico dos rotavirus do sorotipo A localizado na proteina
VP6 (GOMEZ & GRINSTEIN, 1991). H& também outros métodos utilizados
principalmente na pesquisa cientifica que visam a pesquisa da particula viral -
microscopia eletrénica e cultura celular - e do genoma viral, como eletroforese em gel
de poliacrilamida e PCR.

1.8.1 Aglutinagdo em Latex

O teste de aglutinacdo em latex para deteccdo de Rotavirus nas fezes consiste na
deteccdo de antigenos de Rotavirus presentes em suspensdo de material fecal,
empregando particulas de latex sensibilizadas com anticorpos especificos para este
agente.



1.8.2 EIARA - Ensaio Imunoenzimatico para Detecgdo Antigenos de Rotavirus e

Adenovirus '

Este teste consiste na deteccdo de antigenos de rotavirus e de adenovirus
presentes nas fezes pelo método imunoenzimatico.

O ensaio consiste no método de “Sandwich” duplo, em que os antigenos séo
capturados em fase sdlida por soros hiperimunes de cabras e a detecgdo dos
antigenos ¢ evidenciada por soros hiperimunes de cobaias. Em seguida, adiciona-se
um conjugado anti-lg de cobaia marcado com a enzima peroxidase. Para revelagéo,
adiciona-se tetrametilbenzidina (TMB) que, sob a ac&o da peroxidase, da origem a um
composto de coloragdo azul turquesa que se torna amarelo apos adi¢do de acido
sulfurico. A reacgdo € lida em aparelho fotométrico em comprimento de onda de 450
nm.

Os sintomas clinicos comumente relatados sado vomito, diarréia aquosa e febre. O
periodo de incubacgéo é de aproximadamente 24h e a duragédo da enfermidade € de 5
a 8 dias. Em alguns casos foram observadas associagdes entre gastroenterite rotaviral
e sintomas no trato respiratério, porém estas observagdes ndo foram comprovadas em
outros estudos (BLACKLOW & GREENBERG, 1991).

1.9 TRATAMENTO

Para pessoas com o sistema imune em boas condi¢des, a infec¢do por rotavirus é
auto-limitada, tendendo a desaparecer os sintomas em poucos dias. O tratamento &
inespecifico e consiste em reposi¢ao oral, ou intravenosa em alguns casos, de soro
contendo sais e glicose para reequilibrar o organismo e prevenir a desidratagcéo
(BLACKLOW & GREENBERG, 1991).

1.10 PROFILAXIA

Levando-se em consideracéo a alta taxa de mortalidade que representa a diarréia
aguda na populagdo, tendo o rotavirus como principal agente etiolégico, podemos
afirmar que as gastroenterites em geral e as diarréias causadas por rotavirus devem

ser priorizadas dentro de um programa de saude.



Ha uma gama de medidas simples possiveis de se tomar, que poderiam reduzir os
casos de infecgdo por rotavirus, como: melhoria das condi¢bes sanitarias do meio
ambiente, principalmente em paises menos desenvolvidos; educacdo sanitaria para
toda a populagéo; prevengdo em hospitais mantendo-se uma desinfecgao eficiente e
administracdo de um tratamento de suporte que previna da desidratacdo durante a
infeccao.

A prevencdo e o controle da infecgcdo por rotavirus mediante a utilizacdo de
desinfetantes quimicos tém sido amplamente estudados, e os desinfetantes capazes
de inativar o rotavirus efetivamente séo o acido hidrocloridrico, acido paracético, alcool
isopropilico, gluconato de clorexidina, glutaraldeido, cloramina T , hexaclorofeno |,
complexo iodo-povidona e um complexo de aménio quaternario (GOMEZ &
GRINSTEIN, 1991). A solugdo de hipoclorito de sdédio, comumente usada para
desinfecgdo, ndo se mostrou eficaz para inativagdo em concentracbes até 3% (v/v)
(GUIMARAES, 1994).

Baseado no fato de que o anticorpo IgA € o principal responsavel pela resposta
imune contra o rotavirus, houve um encorajamento na producdo de vacinas de
administracéo oral, utilizando virus vivo e atenuado (GUIMARAES, 1994). As vacinas
mais utilizadas séo a RIT, derivada do rotavirus bovino e a RRV (Rhesus Rotavirus
Virus) ; ambas apresentam um alto nivel de imunizacéo (SINGH-NAZ, RODRIGUEZ &
PEDREIRA, 1990).

No entanto, em um estudo feito com a vacina RIT 4237 em uma populacgéo nativa
americana, mostrou que esta nao foi eficaz na imunizacdo da populacdo
(SANTOSHAM, 1990). Em outro estudo realizado com a vacina RRV, demonstrou-se
que a administragdo desta acarreta alguns efeitos colaterais , sendo suspensa sua
administracdo para a populagdo (RIEPENNHOFF-TALTY, 2000).



2. JUSTIFICATIVA

O Rotavirus € o agente etiologico mais frequente das gastroenterites virais, sendo
responsavel pela desidratacdo em criangas menores de 2 anos de idade, o que o torna
importante clinicamente. O diagnéstico preciso e rapido é essencial para o controle da
desidratacdo; para tanto, a comparacdo entre as metodologias de Aglutinagdo em
Particulas de Latex e EIARA, comumente utilizadas para detecgdo de antigenos do
Rotavirus, € importante a fim de se comprovar a eficacia das duas metodologias bem
como a relagao custo beneficio que ambas oferecem para os laboratérios de analises

clinicas e a populagéo.

3. OBJETIVOS

3.3. Observar a sazonalidade das infeccées por Rotavirus na cidade de Curitiba.

3.2. Avaliar a incidéncia do Rotavirus em amostras de pacientes atendidos nos postos
de coleta do Laboratério Frischmann Aisengart, na cidade de Curitiba.

3.1. Comparar as metodologias de Aglutinacdo em Particulas de Latex e EIARA para
deteccéo de antigenos de Rotavirus em fezes, metodologias comumente utilizadas para

o diagnéstico laboratorial.



4. MATERIAL E METODOS

4.1.CASUISTICA

Foram analisadas 285 amostras de fezes para pesquisa de antigenos de
Rotavirus entérico, no periodo de janeiro de 2000 a outubro de 2000 em pacientes
atendidos nos postos de coleta do Laboratério Frischmann Aisengart.

O estudo foi realizado com amostras coletadas em frasco seco, sem conservante.
O transporte foi efetuado em caixas de isopor contendo gelo reciclavel para
preservacdo dos antigenos virais.

Foram utilizados dois métodos diagndsticos para detecgdo de antigenos de
Rotavirus : Ensaio Imunoenzimatico para deteccdo de Antigenos de Rotavirus e
Adenovirus Entérico (EIARA) e o método de Aglutinagdo em particulas de Latex.

Os dados demograficos dos pacientes foram colhidos a partir dos resultados do
exame de aglutinagdo em latex. Ao todo foram analisadas 428 amostras, com dados
registrados em prontudrio.

4.2 METODOS
4.2.1 Processamento das Amostras
As amostras foram processadas de acordo com dois protocolos diferentes, sendo

aqui referidos como processamento 1 e 2.

4.2.1.1 Processamento 1 — Aglutinagcio Particulas de Latex

As amostras foram diluidas de forma a se obter uma concentracdo de 10% em
solugdo tampdo diluente (ROTAGEM, Biokit, S.A., Espanha), posteriormente
homogeneizadas em agitador tipo Vortex e incubadas por 10 minutos a 25 (+-2)°C. Em
seguida realizou-se centrifugacédo a 2000 rpm por dez minutos a temperatura de 25
(+-2)°C. O teste foi realizado com o sobrenadante e o sedimento foi desprezado.

4.2.1.2 Processamento 2 — EIARA

As amostras foram diluidas para uma concentragcdo de 10% em solugédo tampao

diluente (PBS — solugéo salina tamponada, pH 7.4), posteriormente homogeneizadas
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em agitador tipo Vortex . Em seguida realizou-se centrifugacdo a 2000 rpm por dez
minutos a temperatura de 25(+-2)°C. O teste foi feito com o sobrenadante e o
sedimento desprezado.

Quando n3o utilizado imediatamente, o sobrenadante foi armazenado a —20°C

para utilizac&o posterior.

4.2.2 Método de Aglutinacdo em Latex

Neste trabalho, utilizou-se o reagente ROTAGEN (Biokit, S.A., Espanha), e kits de
varios lotes da marca Biokit.

Para a realizag&o do teste, colocou-se 50 ul do sobrenadante da amostra em uma
sec¢do da lamina e 50 ul na outra secgao, tomando-se o cuidado de se identificar o
controle e o teste.

Adicionou-se uma gota de latex controle na primeira secgéo e uma gota de reativo
de latex na outra seccdo. Misturou-se e homogeneizou-se ambas as gotas com as
amostras, utilizando pequenos bastdes, um para cada secgao.

Agitou-se a lamina manualmente com movimentos circulares por 2 minutos, apés
este tempo, observou-se a auséncia ou presencga de aglutinagéo.

Considerou-se como reagdo positiva a aglutinagdo no reativo de latex com a
amostra mais forte que o controle do latex. Quando o controle do latex também

aglutinou, a reacgao foi considerada como inespecifica.

4.2.3 Método EIARA
Este teste consiste na deteccdo de antigenos de Rotavirus e de Adenovirus
presentes nas fezes pelo método imunoenzimatico.

4.2.3.1 Procedimento do teste

Para realizar a sensibilizagdo da placa, diluiu-se 60uL do anticorpo de captura
para rotavirus em 6mL do respectivo diluente e 60uL do anticorpo de captura para
adenovirus em 6mL de diluente de anticorpo de captura. Homogeneizou-se bem e
distribuiu-se 100u L da solugéo do rotavirus em cada cavidade das fileiras impares e



11

do adenovirus nas fileiras pares da placa. A placa foi selada com folha adesiva e
incubada a 4 ° C por 16 horas. Descolada a folha adesiva, a placa foi lavada com
200uL de tampdo de lavagem com intervalos de 30 a 60 segundos entre cada
lavagem.

No ensaio enzimatico, o controle positivo para rotavirus, adenovirus e as amostras
foram testados nas diluicées 1:4 e 1:12. Para isto, foi necessario distribuir 75uL do
diluente de amostras e controles em cada cavidade da linhas A,C,E e G e 50uL nas
linhas B, D,F e H. Adicionou-se 25uL da amostra a ser testada nas cavidades 1A e 2 A
da placa, homogeneizou-se bem e transferiu-se 25uL da cavidade 1 A para 1B e da 2
A para a 2 B, restando assim 75ulL da diluicdo 1:12 em 1 B e 2B. Os controles
positivos foram diluidos da mesma forma. Quatro cavidades da tira tiveram que ser
utilizadas para controle de substrato e controle de conjugado, portanto, foram
colocados nestas apenas diluente de amostras em um volume final de 75uL.

Selada a placa com folha adesiva, esta foi incubada em banho-maria a 40°C por
30 minutos e lavada por trés vezes como descrito acima.

Diluiu-se o soro detector 1:100 no respectivo diluente e distribuiu-se 100uL deste
em todas as cavidades da placa. A placa foi selada com folha adesiva e incubada em
banho-maria a 40°C (+/_2) por 30 minutos. Lavou-se a placa por trés vezes.

Diluiu-se o conjugado 1:100 no respectivo diluente e distribuiu-se 100uL deste em
todas as cavidades da placa, exceto nas duas cavidades de controles do substrato. A
placa foi selada com folha adesiva e incubada em banho-maria a 40°C (+-2) por 30
minutos. A seguir, a placa foi lavada por trés vezes.

Diluiu-se o substrato alguns minutos antes do uso, fazendo uma diluicdo 1:100
dos reagentes no respectivo diluente e foram distribuidos 100uL deste em todas as
cavidades da placa, exceto nas 2 cavidades de controle de conjugado. A incubagao foi
realizada ao abrigo da luz e a temperatura ambiente por 15 minutos. Bloqueou-se a
reacao adicionando-se 50uL de acido sulfurico 2M em todas as cavidades da placa. A

reacao foi lida em espectrofotdmetro equipado com filtro de 450 nm.
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4.2.4 Calculo do Cut off

O valor do cut off representa o ponto médio para que uma amostra venha a ser
considerada positiva ou negativa.

Foram consideradas reagentes para rotavirus as amostras que apresentaram
coloragao amarela nitidamente mais intensa e com densidade 6tica 2 vezes mais alta
que os controles de conjugado e substrato, na presenga de anticorpo de captura para
rotavirus.

Consideraram-se reagentes para adenovirus as amostras que apresentaram
coloragdo amarela intensa e com densidade o6tica 2 vezes mais alta do que os
controles de conjugado e substrato, na presenga de anticorpo de captura para
adenovirus.

Foram consideradas n&o reagentes as amostras que nao apresentaram coloragio
na presenga de ambos anticorpos de captura.

As amostras que apresentaram coloragdo na presenca de ambos anticorpos de
captura tiveram de ser reexaminadas no teste confirmatério. As amostras
indeterminadas pbr este exame, foram submetidas a um novo teste de ensaio
imunoenzimatico, utilizando como captura além de uma fileira de rotavirus, outra para
adenovirus e também uma outra fileira sensibilizada com soro normal de cabra (SNC)
diluido 1:100 em tampé&o préprio. Testou-se a amostra indeterminada nas diluigées 1:4
e 1:12, com os reagentes nas diluicbes acima.

Foram consideradas reagentes as amostras que apresentarem densidade o6tica
significativamente mais altas, duas vezes a densidade 6tica do SNC na presenca de
um dos capturas (infecgdo unica) ou de ambos os capturas (infecgdo mista) quando
comparados com a densidade 6tica na presenca de soro normal de cabra.

Amostras que na presenca de soro normal de cabra e capturas apresentaram DO

comparaveis foram consideradas inespecificas.



4.3 PREPARO DE SOLUCOES
4.3.1. Preparo do tamp&o PBS pH 7.4

NaCl 80g
KCI 02g
NazHPO4.12H,0 29g
KH2PO4 02g
H,0 destilada gsp 1000 ml

Acertar o pH adicionando HCI.
As outras solugdes utilizadas foram as solugdes dos kits que ja vieram prontas.
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5. RESULTADOS

Foram analisadas 428 amostras fecais pelo método de aglutinagdo em latex; estes
resultados permitiram analisar a sazonalidade e a incidéncia do rotavirus na populagéo
estudada.

A tabela 1 e o grafico 1 mostram os resultados de aglutinagdo em latex durante o
periodo que se inicia em janeiro de 2000 a outubro de 2000. Este grafico representa a
sazonalidade das infecgdes de rotavirus, que apresentam maior incidéncia em maio,
junho e agosto.

O grafico 2 mostra a relacdo entre os periodos de maior incidéncia das infecgbes
por rotavirus e os indices pluviométricos , no periodo que compreende 0os meses de
janeiro a setembro. Os meses de maior precipitacdo sdo os meses de janeiro,
fevereiro e setembro, que alcangaram uma média de 171.1 mm® , 130.1 mm°> e 242.6
mm?° respectivamente; porém, nestes meses quase ndo surgiram casos positivos para
rotavirus.

Quanto a umidade relativa do ar (gréafico 3), observou-se que 0s meses em que
apareceram os maiores indices de infeccdo por rotavirus coincidiram com a menor
média de umidade relativa.

O grafico 4 mostra a proporcdo sexual em que ocorrem as gastroenterites na
populagdo estudada. Embora as gastroenterites aparentemente acometam mais
criangas do sexo masculino, os dados obtidos com este estudo n&o apontam
diferencas significativas entre ambos 0s sexos, ou seja, meninos e meninas podem
ser igualmente vitimas da infecgao por rotavirus.

Com relagédo a faixa etaria (grafico 5a e 5b), na populagdo estudada o maior
nuamero de casos foi observado em criangas menores de cinco anos de idade (84%)
com maior prevaléncia (62%) na faixa etaria de doze a vinte e quatro meses, enquanto
somente quatro criangas com até seis meses de idade apresentaram a infecgéo.

Duzentas e oitenta e cinco amostras de fezes foram analisadas pelos métodos de
aglutinacdo em particulas de latex (AL) e ensaio imunoenzimatico para rotavirus e
adenovirus (EIARA).
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O gréfico 6 demonstra que das 44 amostras reagentes para AL, todas (100%)
apresentaram-se reagentes para rotavirus pelo método EIARA; das 214 amostras
ndo-reagentes para AL, 207( 96.73%) apresentaram-se nao reagentes para rotavirus e
adenovirus, 5 ( 2.34%) reagentes para adenovirus, e 2 ( 0.93%) reagentes para
rotavirus pelo método EIARA; 27 amostras apresentaram resultado indeterminado
para AL, e destas, 1(3.70 %) apresentou-se reagente para rotavirus e adenovirus, 17
(62.97%) reagente para rotavirus, 8 ( 29.63%) nao reagente para ambos os virus e 1
(3.70%) reagente para adenovirus.

=» Calculo da Sensibilidade:
A sensibilidade do teste de aglutinagdo em latex foi calculada a partir de um
comparagdo de seus resultados com os resultados do teste de EIARA . O valor

encontrado para o teste de aglutinagcdo em latex foi de 96%.

Sensibilidade=_a__ . 100
a+c

Sensibilidade = _52 . 100 = 96,0%
52+2

- Calculo da Especificidade:

O calculo da especificidade também foi realizado a partir da comparacado dos
resultados de AL frente aos de EIARA. O valor encontrado coincidentemente foi igual
ao da sensibilidade.

Especificidade=_d_. 100
d+b
Especificidade = _212_ . 100 = 96%
212+9
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- Calculo do Valor Preditivo Positivo e Valor Preditivo Negativo:

Os valores preditivos positivo e negativo foram calculados para o método de AL.
Nota-se que o valor preditivo negativo aproxima-se bastante de 100%.

VPP=_a =_52 =85%
atb  52+9
VPN=_d =_212 =99%
c+td 21242

= Graficos 2 e 3: * fonte SIMEPAR
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Tabela 1 — Resultados de Aglutinagdao em Latex no periodo de janeiro de
2000 a outubro de 2000.

MESES RESULTADOS
Reagente Nao Reagente Indeterminado

janeiro 0 25 0
fevereiro 1 36 4
margo 0 31 1
abril 3 34 2
maio 19 42 1
junho 21 44 3
julho 5 30 0
agosto 10 39 5
setembro 2 24 1
outubro 0 35 0

Grafico 1 — Sazonalidade das Infecgdes por Rotavirus na cidade de Curitiba

Sazonalidade das Infec¢cdes por Rotavirus
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Gréfico 2 - indices Pluvimétricos Relacionados as infecgdes por Rotavirus*
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Grafico 3 — Umidade Relativa do Ar Relacionada as infecgdes por Rotavirus*
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Grafico 4 — Proporgao Sexual em que ocorrem as Gastroenterites
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Grafico 5a — Infec¢do do Rotavirus por Faixa Etaria na Populagao Estudada
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Grafico 5b - indices de Infecgédo por Rotavirus na Populagdo Estudada
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Grafico 6 — Comparagao entre os Métodos de Aglutinagao em Latex e EIARA
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7. DISCUSSAO

Analisando-se os resultados obtidos com este estudo, observou-se que a maior
incidéncia da infec¢do por rotavirus se deu nos meses de maio, junho e agosto, que
s&0 0s que apresentaram algumas das menores médias de temperatura do ano 2000.
Este fato concorda com a literatura estudada, em que os relatos de maior incidéncia
das infec¢des por rotavirus séo observados nos meses de inverno, e o indice de
infecgbes é bastante reduzido no verdo. O fato de ndo se observar infecgbes por
rotavirus no més de julho pode ser explicado pelo fato de ser um més que coincide
com férias escolares, e as criangas ndo estdo em contato com outras em creches,
colégios etc.

Os picos de infecg&o por rotavirus foram observados em meses que apresentaram
um indice pluviométrico relativamente baixo e umidade relativa do ar também muito
baixa. Em estudos anteriores, a correlagéo entre a umidade relativa e outros padrbes
temporais com os surtos de infecgdo ndo foram observadas (KONNO et al, 1983).

Kelkar et al observaram que a infecgéo por rotavirus € predominante em criangas
do sexo masculino e Ho et al observaram que a hospitalizacdo de meninos € mais
frequente do que a de meninas. O grafico 4 demonstra que tanto as infec¢des por
rotavirus quanto o numero de casos de gastroenterites na populagdo séo
proporcionais para ambos 0S Sexos.

Das pessoas infectadas por rotavirus, 84% dos casos atingem criangas menores
de 5 anos, e destas, 55% tém de 6 a 24 meses. Champsaur et al observaram que das
criangas infectadas, 32% eram neonatas, 29% tinham de um a seis meses de idade e
28% tinham de 7 a 24 meses, isto €, 89% dos infectados eram menores de 2 anos.

Ao se fazer a comparagado entre os métodos de AL e EIARA, observou-se que
63% das amostras que apresentaram resultados indeterminados em AL eram de fato
reagentes para o EIARA. Este resultado é importante por ser a aglutinagéo em latex
um método bastante utilizado em diagnéstico laboratorial, e um resultado
indeterminado precisa ser submetido a um teste confirmatorio. Este procedimento

deveria ser adotado por todos os laboratérios de analises clinicas que fazem a
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pesquisa de antigeno para rotavirus, pois um caso de infec¢do deve ser tratado com o
devido cuidado.

Para se testar a eficiéncia e confiabilidade do teste de AL da marca Biokit, foram
calculados os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo, e os valores encontrados foram de 96%, 96%, 85% e 99%
respectivamente . Lipson et al testaram cinco marcas de kits diferentes para
Aglutinagdo em Latex, e estes apresentaram uma sensibilidade de 85%, 89%, 95% e
91%, e a especificidade dos testes foi de 100%. O valor preditivo positivo foi de 100%
e o valor preditivo negativo foi de 85, 89, 95 e 91%.

O teste de Aglutinacdo em Latex mostrou-se muito sensivel e especifico, provando
que este teste exclui bastante a probabilidade de um diagnéstico falso negativo e que
raramente se tem um resultado positivo quando ha auséncia da doenga, isto é, falso
positivo. O valor preditivo positivo de um teste € a probabilidade de uma pessoa ter
realmente a doenca quando o teste da um resultado positivo, isto €, quando um
resultado se mostra positivo para AL, 85% dos casos realmente sdo de infecgbes por
rotavirus. O valor preditivo negativo encontrado no teste de Aglutinagdo em Latex
significa que 99% dos casos que apresentam resultado negativo realmente néo
apresentam a doenga (FLETCHER et al, 1989).

8. CONCLUSAO

Com este trabalho foi possivel concluir que a incidéncia do rotavirus é maior em
criangas menores de 5 anos, e a sazonalidade da doencga atinge os picos de infecgao
nos meses mais frios. A infecgdo por rotavirus atinge igualmente ambos os sexos e a
gastroenterite também atinge criangas em igual proporg&o.

Das técnicas utilizadas em laboratério, a Aglutinagdo em Latex se mostrou muito
eficaz frente ao método de EIARA, porém os resultados indeterminados precisam ser

submetidos ao teste confirmatoério.
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