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RESUMO

Os rotavirus sdao os agentes etiolégicos virais mais comuns causando diarréia
severa em humanos e animais. Dentre os sete diferentes grupos de rotavirus até entéo
descritos, somente os sorogrupos A,B e C causam gastroenterites em seres humanos. A
caréncia de testes especificos para a detecgao de rotavirus pertencentes aos grupos B e
C contribui para a alta proporcdo de casos de diarréia de etiologia desconhecida. E
extremamente dificil de detectar os rotavirus do grupo C (RVC) através de procedimentos
de rotina. A transcrigdo reversa seguida da reagao em cadeia da poli'merase (RT-PCR) é
0 método mais sensivel para a detec¢do do rotavirus do grupo C e é considerado o
“padrao ouro” de diagndstico. A técnica de PCR-RFLP pode ser utilizada para detectar
variabilidades genéticas num mesmo sorogrupo de rotavirus evidenciando desta forma
diferentes genétipos virais. O presente trabalho teve como objetivo caracterizar o periodo
patogénico das infecgdes causadas pelo rotavirus do grupo C em uma comunidade de
criangas de uma regiao de Belém do Para utilizando as técnicas de RT-PCR (gene 5 do
RVC) e PCR-RFLP no periodo de margo de 1983 a margo de 1986. Das 153 amostras
analisadas (83 de 30 criancas e 70 de uma mesma crianga), 95 (62,1%) foram positivas e
58 (37,9%) foram negativas para o gene 5 do RVC detectados por RT-PCR. Das 95
amostras positivas, 18 (19%) eram diarréicas e 77 (81%) eram assintomaticas. Das 58
amostras negativas, 14 (24%) eram diarréicas e 44 (76%) eram assintomaticas. A analise
estatistica, feita pelo teste do Qui-quadrado, mostrou que ndo ha diferenca significativa
entre as amostras diarréicas positivas e negativas, ao nivel de a=0,05 sendo que o valor
obtido de X? =0,587. Os perfis de restricdo encontrados para a linhagem Cowden
(controle positivo) com as enzimas Mbol, Xbal e Alul foram os mesmos encontrados em
14 amostras analisadas clinicas de pacientes distintos e 21 amostras de mesmo paciente.
Foram encontrados diferentes perfis de restricio em 3 amostras que podem sugerir
variabilidade genética da espécie de RV envolvida ou de um virus sorolégica e/ou
geneticamente semelhante ao RV. O presente trabalho confirmou que as técnicas de RT-
PCR e de RFLP s&o uteis e eficazes para a detecgédo e caracterizacdo de rotavirus do
grupo C em amostras de fezes. Devido a alta sensibilidade do método de amplificagéo
génica, extremo cuidado deve ser tomado para evitar contaminagdes cruzadas e com isso
gerar resultados seguros e confiaveis.
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SUMMARY

Rotaviruses are agent of gastroenteritis and are the major viral etiologic agent of
severe diarrheal disease in children and in the young of other mammalian and avian
species. Rotaviruses are classified into seven serogroups (A-G), but only three (A,B and
C) have been associated with diarrhea in humans. The incidence and disease burden of
rotaviruses form groups B and C in humans remain unclear because sensitive diagnostic
assays are not available. Group C rotaviruses remain extremely difficult to detect by using
routine procedures. The reverse transcription followed by genetic amplification (RT-PCR)
was established as the most sensitive method (“golden standard”) for RVC detection and
in addition, ELISA technique can be helpful for confirmation of the results. The
characterization of viral sequences (previously amplified by PCR) by analysis of the
restriction fragment length polymorphism (RFLP) is very useful to detect the strain diversity
in clinical samples. Our objective was to investigate the pathogenic period of the infections
caused by RVC in one children community in Belem, Para State, using RT-PCR with
primers from the conserved region of the gene 5, and analysis of the second ampilification
products (nested primers) with 4 restriction enzymes: Alul, Mbol, Bgll and Xbal. From 153
faecal samples analysed (83 from 30 children and 70 from the same child), 95 (62,1%)
were positive and 58 (37,9%) were negative in RT-PCR. From the 95 positive samples, 18
(19%) presented diarrhea and 77 (81%) were assymptomatic. The statistical analysis
performed with X? had shown no difference between the diarrheic positive and negative
sample (¢=0,05 and X* =0,587). We compared 17 amplicons profiles derived from. different
children and 21 amplicons derived from the same child with the positive control porcine
strain (Cowden). The profiles found in selected human stools and the porcine one showed
a similarity to RFLP profiles except for 3 samples which presented different profiles. This
diversity is attributable to the presence of different rotavirus strains and/or to point
mutations in the restriction sites. The present work confirmed that the RT-PCR and the
PCR-RFLP seem to be powerful methods to detect and evaluate the presence and
diversity of RVC in clinical samples. In addition the combination of RT-PCR and RFLP
methods provides new comparative data on the presence of RVC in clinical samples and
offers an interesting approach for molecular epidemiological studies.
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1. INTRODUGAO
1.1. Gastroenterites

O intestino humano é um vasto reservatério de microorganismos, a maioria deles de
origem bacteriana (aproximadamente 10" cfulg de fezes). No entanto, uma variedade de
virus pode também ser encontrada no trato gastrointestinal e nas fezes. Esses virus podem
infectar as proprias bactérias (bacteri6fagos), podem utilizar o intestino como porta de
entrada para causar infeccdes em outros tecidos, ou ainda, causar infecgbes
gastrointestinais. Neste ultimo grupo, estdo aqueles que causam danos ao trato
gastrointestinal, provocando vomitos, diarréias ou ambos, e engloba: Rotavirus, Astrovirus,
Calicivirus, Adenovirus 40/41, Calici-like virus e virus Norwalk (HART e CUNLIFFE, 1999).

A doenca diarréica é a quarta maior causa de mortes no mundo, resultando num
numero estimado de 3 milhdes de ébitos/ano (MURRAY e LOPEZ, 1997). A maioria delas
ocorre em criangas menores de 5 anos de idade em paises em desenvolvimento (BERN et
al., 1992) e a maioria dos casos de doenc¢a diarréica em criancas € causada por viroses
(DESSELBERGER, 1998). Nos Estados Unidos, a gastroenterite & a segunda maior causa
de infecgbes (sendo a primeira as infecgbes respiratérias virais). O Center for Disease
Control and Prevention (CDC) estima que, em criangas menores de 5 anos,
aproximadamente 35 milhdes de episédios de diarréia ocorrem anualmente, resultando em
mais do que 200.000 hospitalizacbes e cerca de 500 mortes (DENNEHY, 2000).

Em paises em desenvolvimento, a diarréia aguda é a maior causa de morte e € um
determinante da ma-nutricdo em criangas abaixo de 5 anos de idade (McAULIFFE et al,
1986; PUFFER e SERRANO, 1973; RHODE e NORTHRUP, 1976; ROWLAND et al., 1977;
STEWIEN et al.,, 1991). As criancas que apresentam infecgbes intestinais repetidas,
freqlientemente ndo atingem o crescimento e o desenvolvimento normal ou apresentam
desnutricdo cronica, uma condicdo que eventualmente termina em morte (PUFFER E
SERRANO, 1973; YUNES, 1981). No Brasil, a mortalidade infantil € alta na regido nordeste,
onde mais de 14% das criangas morrem durante os primeiros 5 anos de vida e mais de 50%
dessas mortes tém a diarréia como principal causa, ou associada, da morte (STEWIEN et al.,
1991)

A importancia relativa de cada enteropatégeno depende de uma variedade de fatores,
incluindo aqueles referentes a sensibilidade e especificidade dos métodos diagnésticos, a
idade do grupo estudado, a duragéo do estudo, bem como, a estagdo do ano em que ele é



realizado, a localizagdo geografica e se o estudo foi feito na comunidade ou na area
hospitalar (HART e CUNLIFFE, 1999). Os rotavirus causam cerca de 50% das diarréias
relatadas nas admissdes hospitalares e em 20 a 25% dos pacientes pediatricos atendidos
em clinicas, resultando em um significante nimero de visitas médicas, hospitalizagbes e
mortes (BRANDT et al, 1983; KOOPMAN et al., 1984; MATSON e ESTES, 1990; GLASS et
al., 1996). ’

1.2. Os rotavirus

Em todo o mundo, os rotavirus sdo os agentes etiolégicos virais mais comuns
causando diarréia em humanos e animais (SAIF et al,1980; TSUNEMITSU et al, 1991; SAIF
e JIANG, 1994a). Os rotavirus foram pela primeira vez identificados por microscopia
eletronica (ME) em camundongos em 1963 (ADAMS e KAFT, 1963). Dez anos depois, 0s
rotavirus foram pela primeira vez identificados em humanos, quando virus de morfologia
similar aquela foram encontrados em bidpsia intestinal de criangas com gastroenterite aguda
ndo bacteriana (BISHOP et al., 1973). Desde entdo, numerosos estudos epidemiologicos
tém documentado a alta prevaléncia dos rotavirus nos casos de diarréia severa entre
criangas. A incidéncia destes virus € a mesma em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, mas o impacto é significantemente maior nos paises em desenvolvimento
(HART e CUNLIFFE, 1999), causando um nimero estimado de aproximadamente 870.000
mortes por ano de criangas de- 1-4 anos de idade (INSTITUTE OF MEDICINE, 1986). Em
vista disso, a Organizacdao Mundial da Saude (OMS) tem langado programas globais que
incluem o uso de sais de rehidratacio oral, os quais tém contribuido grandemente para o
decréscimo das taxas de mortalidade, embora as taxas de morbidade nao tenham diminuido
(BERN et al, 1992). Devido ao impacto que as infecgdes por rotavirus causam na economia
e na saude de humanos e animais (incluindo macacos, gatos, caes, gado bovino, porcos,
ovelhas e galinhas) (HART e CUNLIFFE,1999), estes virus tém sido extensamente
estudados no mundo todo (STEELE, 1999). '



1.2.1.Microbiologia dos rotavirus

Os rotavirus pertencem a um dos nove géneros da familia Reoviridae (MATHEWS,
1979). Sao virus ndo envelopados de 70 a 75 nm de diametro, de simetria icosaédrica, com
morfologia de duplo capsideo e com aspecto semelhante a uma roda, o que explica a origem
do seu nome (FLEWETT et al., 1974) (Fig. 1 A). Devido a auséncia do envelope lipidico,
estes virus s3o relativamente estaveis ao calor, a solventes lipidicos e a valores extremos de
pH (STEELE, 1999).

Possuem um genoma de 11 segmentos de RNA dupla fita (dRNA), com polaridade
positiva (sua replicagéo ocorre via RNA polimerase RNA-dependente). Os 11 segmentos do
RNA viral podem ser separados por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) (FIG. 1 B)
(TANIGUCHI et al, 1986). O perfil dos segmentos gendmicos & identificado em PAGE, e a
analise de tais perfis (eletroferotipagem) € largamente utilizada para caracterizar diferentes

cepas de rotavirus.
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Fig 1: Microscopia eletronica (A) e perfil eletroforético dos 11 segmentos (B) do rotavirus (de cinco
cepas diferentes). Adaptado de Yeager, M. et al. (1994) (A) e Nakagomi et al. (1999) (B).



Variagdes na mobilidade individual dos segmentos tém sido encontradas tanto entre
rotavirus de um mesmo grupo quanto de grupos diferentes. Trés perfis diferentes (longo,
curto e super-curto) sdo associados com diferengcas na mobilidade do segmento 11 (S11)
para linhagens de padrédo longo, e do segmento 10 (S10) para aquelas de padrao curto e
super-curto. A diversidade eletroforética é supostamente derivada da diversidade do genoma
viral que, a semelhanga do que ocorre com o virus da influenza, pode envolver, trés
diferentes mecanismos: mutagdes puntuais, rearranjos génicos e reorganiza¢ao. Até mesmo
uma unica substituicdo de base pode alterar a mobilidade dos segmentos e, provavelmente,
causar modificagdes na estrutura secundaria (TANIGUCHI e URASAWA, 1995). A mutagédo
é geralmente considerada a fonte primaria de diversidade genética. Como para os outros
virus de genoma RNA, tem-se suposto que os rotavirus apresentam altas taxas de mutagéo
porque a sua replicagdo viral € um processo propenso a erros (RAMIG, 1997). O fenémeno
de rearranjos génicos pode ocorrer quando células sdo infectadas com duas linhagens
diferentes, mas compativeis de rotavirus. Assim, uma alta porcentagem da progénie pode
conter novas variantes de segmentos génicos. O termo reorganizagdo génica significa,
usualmente, alteragbes consideraveis em regides da sequéncia dentro de um mesmo
segmento gendmico, algumas vezes em forma de delegbes e, freqientemente, como
duplicacbes. Este termo nao indica recombinacéo entre fragcbes de diferentes segmentos;
embora isso ainda seja possivel, ndo ha documentacdo a este respeito (TANIGUCHI e
URASAWA, 1995).

Cada segmento do genoma codifica uma proteina viral. S&o seis proteinas estruturais
(VP1,VP2, VP3, VP4, VP6, e VP7) e cinco proteinas nao-estruturais (NSP1 até NSPS5). As
proteinas VP 1, VP2 e VP3 formam o nucleo do virus e estdo envolvidas na replicagdo do
RNA. A VP6 é a proteina majoritaria do capsideo interno, a VP7 é a proteina glicosilada
majoritaria do capsideo externo e a VP4 é uma proteina externa aparecendo na forma de 60
espiculas que atravessam o capsideo externo (PRASAD e CHIU, 1994) (Fig.2)

Legenda:

Em amarelo, proteina mais externa, VP4

Em azul, capsideo externo de glicoproteina, VP7
Em roxo, capsideo interno, VP6

Em vermelho, core viral, VP2

Fig. 2: Estrutura tridimensional
do rotavirus. Adaptado de
Yeager et al. (1994).



A proteina VP6 é sorogrupo especifica, ou seja, confere antigenicidade aos rotavirus
(PEDLEY et al., 1983), dividindo-os em 7 sorogrupos distintos (grupos A, B, C, D, E, F, G)
embora sejam morfologicamente indistingliiveis por microscopia eletrdnica. Os rotavirus do
grupo A s&o ainda classificados de acordo com suas especificidades antigénicas, em
subgrupo (1), sorotipo G (2) e sorotipo P (3), a saber:

(1) A proteina VP6 pode ainda subdivir o grupo A em sub-grupos: I, IT, nio-I-ndo Il e
I+II. Relata-se que a proteina VP2 também pode conferir especificidade de sub-grupo
(TANIGUCHI et al, 1986); |

(2) Os sorotipos G (G de glicoproteina [ESTES, 1996a]) sdo associados & proteina
VP7,e 14 sorotipoé diferentes ja foram relatados;

(3) O sorotipo P (P de protease-sensitive, variando de P1 a P20 [ESTES, 1996a]) é
definido pela proteina VP4, contudo, como existem dificuldades em diferenciar sorotipos P
sorologicamente, o termo "genotipo P", baseado na sequéncia da VP4, foi adotado como
padrao para a diferenciacdo VP4 (TANIGUCHI, 1995) (Tabela 1).

A glicoproteina VP7 é o principal antigeno indutor de anticorpos neutralizantes, sendo
codificada. pelos segmentos génicos 7, 8 ou 9, dependendo da linhagem viral
(DESSELBERGER e McCRAE, 1994).

A proteina VP4 tem atividade hemaglutinante (KALICA et al., 1983), importante na
infectividade viral e tem sido utilizada como marcador de viruléncia, além disso, mantém
epitopos de neutralizagéo-especifica (DESSELBERGER e McCRAE, 1994). Ela precisa ser
clivada proteoliticamente em VP5 e VP8 por agdo da tripsina para garantir a infectividade do
virion, e é codificada pelo segmento génico 4 (DESSELBERGER e McCRAE, 1994).

A proteina VP6 é codificada pelos segmentos génicos 6 (grupo A) ou 5 (grupo C), e é
altamente imunogénica, porém, sendo uma proteina interna, ela nao esta prontamente
disponivel para ser reconhecida pelos anticorpos a ela dirigidos (BOTH et al., 1994). Assim,
€ geralmente aceito que os anticorpos dirigidos contra o antigeno de grupo ndo sejam
neutralizantes (HART e CUNLIFFE,1999). Contudo, em camundongos, ha evidéncias que
IgA anti-VP6 tem efeito protetor (BURNS et al., 1996; FENG et al., 1997).

Dentre os sete diferentes grupos de rotavirus, somente os sorogrupos A, B e C
causam doen¢a em humanos (SAIF, 1990; FANG et al., 1989; BRIDGER et al., 1986). As
rotaviroses causadas pelos rotavirus do grupo A s@o as mais importantes e a causa mais

comum de gastroenterites virais agudas em criangas (deZOYSA E FEACHEN, 1985). Estes



virus provocam desidratacido severa em 20% a 70% dos pacientes hospitalizados com
diarréia, no mundo todo (KAPIKIAN E CHANOCK, 1996; COOK et al., 1990). Usando um
sistema de classificagdo baseado nas rea¢des de sorotipagem com antigenos VP7 e VP4,
foram definidos 14 sorotipos G e 20 sorotipos P para rotavirus do grupo A (ESTES et al,,
1996a). A distribuicdo mundial mais comum dos sorotipos G sdo de G-1 a G-4, sendo o G-1
predominante durante as duas ultimas décadas, e os sorotipos P mais comuns séao P4 e P8
(BISHOP, 1996). Ainda, em qualquer tempo ou local, ha co-circulagdo destes e dos tipos
menos comuns, especialmente nos paises em desenvolvimento. Diversidades adicionais,
resultantes de mutagdes genéticas, rearranjos génicos entre diferentes sorotipos e entre
linhagens humanas e animais foram descritas (BISHOP, 1996a).

Os rotavirus do grupo B foram inicialmente detectados em bovinos e porcos, mas em
1984 estes agentes foram também associados com grandes epidemias de diarréia severa
entre criangas e adultos na China (HUNGT et al., 1984; FANG et al., 1989). Os rotavirus do
grupo C foram pela primeira vez isolados a partir de fezes de porcos com diarréia severa nos
EUA (SAIF et al., 1980), e foram, subsequentemente, identificados por BRIGER et al., em
1986 como patégenos humanos.

Alguns estudos tém demostrado que as infec¢gdes causadas pelo rotavirus do grupo A
parecem ser mais severas do que aquelas causadas pelos rotavirus do grupo C, a julgar
pelo numero relativo de pacientes que requerem hospitalizacdo e tratamento com fluido
intravenoso (ISHIMARU et al., 1990; JIANG et al., 1995; NILSSON et al., 2000a).



Tabeta 1: Designagio das proteinas e funcdoffendtipos associados aos
segmentos gendmicos, e tipo de classificagio que conferem aos rotavirus

Segmentos Proteina Fungdes/ Confere Confere
goendmicos* codificada* fenétipos tipagem sub-tipagem

1 VP1 RNA Polimerase

2 VP2 Ligagao de RNA nao-especifica

3 VP3 Guanililtransferase

4 VP4 Hemaglutinagéo Sorotipos P1 -P20

Antigeno indutor de Genotipos VP4**
anticorpos neutralizantes
Infectividade protease-realcada
Viruléncia

Ligagéo a cél. hospedeira

NSP1 Ligacdo de mRNA viral especifica
VPG Antigeno de grupo Grupos Subgrupos
ABCDEFG 1, 1I, néolnaol,
i+l
NSP2 Ligaca@o 3-especifico de mRNA Sorotipos G1- G14
NSP3 | Ligag@o de RNA nao—especifica
VP7 Glicoproteina capsidio externo
neutralizag@o-antigénica
10 NSP4 Morfogénese do virion
7 NSP5/6 Ligagao do RNA 7

Adaptada de Raming (1997)
*As codificagdes mostradas s&o para rotavirus do grupo A da linhagem SA11
**baseado na sequéncia de nucleotideos do gene que codifica VP4

1.2.2. Patogénese

Os rotavirus entram no hospedeiro primariamente através da ingestéo oral (a dose
infecciosa é aproximadamente 100 particulas virais [HART e CUNLIFFE,1999] ). Estes virus
sdo altamente infecciosos, e a replicagdo pode ocorrer com até 10 TCIDs, (WARD et al.,
1986). O virion intacto liga-se as células do epitélio colunar nas extremidades das pequenas
vilosidades intestinais e rapidamente alcangam o ileo (GREENBERG et al., 1994), sendo
que as células da cripta sdo poupadas. A entrada do virus nas células do hospedeiro é
mediada pela VP4, que é clivada em VP8 e VP5. Uma vez no interior da célula, ocorre a
replicacdo viral exclusivamente no citoplasma e no reticulo endoplasmatico, com a
participagdo de RNA polimerase dependente RNA, das VP1, 2 e 3 e das NSP1,2 3 e 5



(HART e CUNLIFFE,1999). A lise das células ocorre quando as proteinas do capsidio s&o
incorporadas a particula viral (STEELE, 1999).

A infecgéo por rotavirus leva a uma mudanga nas vilosidades do epitélio do intestino
delgado da forma colunar a cuboidal, encurtando-as (GREENBERG et al., 1994). Pelo
menos trés diferentes mecanismos jé foram descritos para'\/ a patogénese da diarréia (HART
e CUNLIFFE,1999). Nos estagios iniciais da infecgéd, os enterocitos ndo sao mortos pelos
rotavirus, mas o0s niveis de algumas enzimas como sucrase, lactase e maltase sdo -
consideravelmente reduzidos (GREENBERG et al., 1994). Devido ao fato de que os
dissacarideos, lactose e maltose precisam ser clivados a monossacarideos, este decréscimo
resulta num acumulo de dissacarideos no limen e numa diarréia osmoética (HART e
CUNLIFFE,1999). Além disso, a NSP4 do virus é capaz de aumentar as concentra¢des de
calcio intracelular (BALL et al., 1996; ZANG et al., 1998), o que causa um efluxo de cloro,
sodio e agua, resultando em diarréia secretéﬁa (HART e CUNLIFFE,1999). O reparo do
dano epitelial inicia e a taxa de enterdcitos maduros com vilosidades infectadas excede a
taxa de producdo de novos enterocitos nas criptas. Isto resulta no embotamento das
vilosidades e na hiperplasia de células da cripta. As células imaturas da cripta s&o
naturalmente secretoras (DESSELBERGER, 1998), o que contribui para a sintomatologia, e
esse excesso de secrecdo, juntamente com a perda da absortividade, resulta em diarréia
(HART e CUNLIFFE,1999).

1.2.3 Transmissido

A replicagéo dos rotavirus no trato intestinal pode resultar na liberagdo de mais do
que 10" particulas virais/g de fezes. Estes virus sdo altamente infecciosos quando
transmitidos para uma mesma espécie, como por exemplo, de humano para humano
(BISHOP, 1996a). S&o virus muito estaveis no meio ambiente e podem permanecer viaveis
nas maos por pelo menos 4 horas, além de serem capazes de sobreviver varias semanas
em superficies e em agua potavel e recreacional (ANSARI et al., 1991). Em locais onde ndo
ha tratamento de esgoto, eles também podem ser transmitidos via 4gua contaminada com
material fecal (ANSARI et al, 1991). HURST E GERBA (1980) demonstraram a
sobrevivéncia do rotavirus simio SA11 em aguas doces e estuarinas por diversos dias a
20°C, especialmente em aguas muito contaminadas com esgoto. Segundo PANCORPO et
al., (1987) e RAPHAEL et al., (1985), os rotavirus podem persistir em aguas de superficie
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entre 8 e 32 dias ou por mais de 64 dias em aguas potaveis. Em aguas de rios, rotavirus
isolados de animais e humanos sobreviveram por 32 dias a 4'C ou por 10 dias a 20°C
(RAPHAEL et al.,, 1985; PANCORPO et al., 1987). Além disso, os rotavirus sdo estaveis
mesmo apds a pasteurizagio do leite (15 s a 80'C) (BENKADDOUR et al., 1993) e numa
faixa de pH de 3 a 9 (ESTES, 1996).

A liberag&o viral nas fezes inicia antes do desenvolvimento sintomatico, e criancas
podem estar liberando virus até 48 horas antes de apresentar os sintomas (PICKERING et
al., 1988). Altas taxas de liberagcdo de rotavirus foram relatados para criangas jovens. A
liberagio de particulas virais nas fezes dura em média 4 dias, embora a excregéo do virus
por mais de 30 dias tenha sido relatada para pacientes imunocomprometidos (DENNEHY,
2000). A liberagao pré-sintomatica e as altas taxas de infecgbes assintomaticas podem ser
os mais importantes fatores na introdugéo e transmissao dos rotavirus (DENNEHY, 2000).

Investigadores tém encontrado rotavirus em recipientes de fraldas descartaveis,
brinquedos, torneiras, fraldarios, areas de lavagem das méos e até em areas de preparo de
alimentos (KESWICK et al., 1983; WILDE et al., 1992), demonstrando que estes podem
espalhar-se por toda casa ou creche, e ndo apenas em areas diretamente contaminadas
com fezes (DENNEHY, 2000). A transmissdo do rotavirus em uma comunidade susceptivel
pode ocorrer de forma extremamente rapida. Por exemplo, numa epidemia ocorrida em Truk
Atoll no Pacifico, a infecg@o por rotavirus envolveu pelo menos 31% da populagdo da ilha no
periodo de uma semana (FOSTER et al., 1980). Freqiientemente, o virus ocorre em surtos
explosivos (BISHOP, 1996a; DENNEHY, 2000).

Altas taxas de infeccées nosocomiais tem sido registradas na maioria dos hospitais
pediatricos e creches (BARLETT et al, 1985; PICKERING et al., 1988). Os achados
preliminares de RNA de rotavirus em amostras de ar de quartos de criangas hospitalizadas
com infeccao por estes agentes sugerem que a principal rota de transmisséo dos rotavirus
em hospitais e creches possa ser a transmissao pelo ar. (BISHOP, 1996a; DENNEHY et al.,
1998; DENNEHY, 2000). O mais provavel é que as infecgbes resultem da transmisséo pelo
ar apds a formacéo de particulas aerossoéis, como por exemplo de fraldas ou descargas de
banheiro (BISHOP, 1996a). Contudo, os rotavirus tém sido detectados em secrecdes
respiratdrias em um pequeno nimero de pacientes (FRANGOSO et al., 1986: ZHENG et al,,
1991a) e alguns casos associados de pneumonia tém sido descritos (SANTOS et al., 1983;
ZHAORI et al., 1991). Além disto alguns estudos relatam a presenga de sintomas
respiratorios e otite média em 50% dos pacientes com rotavirus (GOLDWATER et al., 1979).
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1.2.4 Doenca e complicagdes

A infecgao por rotavirus tem um periodo de incubagéo curto de 1 a 3 dias (PICKERING et
al., 1988) e é caracterizada por inicio abrupto com febre seguido de diarréia aquosa
(BISHOP, 1983).

A doencga causada por rotavirus do grupo A pode variar de uma infeccéo assintomatica a
diarréia média e severa até doenca fatal. As infecgdes assintomaticas séo freqiientes em
neonatos e também é& comum em criangas mais velhas e adultos. Nos pacientes
sintomaticos, a diarréia comeca geralmente entre 24 e 72 horas apds a infecgdo e dura de 5
a 8 dias (BASS e GREENBERG, 1995). A maioria dos pacientes apresenta febre, sendo que
vomitos e desidratacdo sdo comuns (KAPIKIAN et al., 1996b). Estudos laboratoriais refletem
estes sintomas com acidose metabdlica e elevacdo da uréia e sddio séricos (BASS e
GREENBERG, 1995). Quando necessario, o periodo médio de hospitalizacéo &, geralmente,
de 4 dias. Nos casos fatais a morte usualmente ocorre de 1 a 3 dias ap6s o inicio subito dos
sintomas, como resultado da desidratagéo e subseqiiente desequilibrio eletrolitico (STEELE,
1999).

A doenca causada pelo grupo C geraimente é acompanhada por dor abdominal,
vomitos e febre, enquanto que a diarréia é observada em somente 25% dos pacientes
(MACKOW et al., 1995).

Virtualmente, todas as criangas sdo infectadas nos primeiros 3 a 5 anos de idade,
mas a diarréia severa e desidratagio ocorre primariamente entre criancas de 3 a 5 meses de
idade (GLASS et al., 1996). A maioria das criangas é infectada mais do que uma vez,
embora a infecgdo subseqlente tenda a ser mais suave (VELAZQUEZ et al., 1996). A
imunidade protetora adquirida da infecgédo é incompleta, e foi relatado que esta imunidade é
mais eficaz nos casos de infecgOes moderadas e severas do que em infecgdes brandas
(DENNEHY, 2000).

Sugere-se a possibilidade de que o rotavirus do grupo C possa também estar
correlacionado com a incidéncia de atresia biliar extrahepatica (EHBA) (RIPENHOFF-TALTY
et al., 1996), que consiste na incapacidade de eliminar a bile, devido as mas-formagées da
arvore biliar. Estas anomalias aparentemente congénitas podem ser adquiridas através de
um processo infeccioso intra-uterino (SHERLOCK, 1988). A EHBA, juntamente com a
hepatite neonatal, constituem % dos casos de colestase, e é a forma mais comum de doenca
hepatica que afeta lactentes. E uma doenca de prognéstico grave, que necessita intervengéo
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cirtirgica obrigatéria e, muitas vezes, até mesmo transplante de figado (RIPENHOFF-TALTY
et al., 1996). Porém, outro estudo ndo confirmou o papel do rotavirus do grupo C como
agente etiopatoldégico da EHBA, sugerindo que futuras investigacbes sobre a etiologia da
EHBA deve incluir a resposta imune do hospedeiro tanto quanto a pesquisa por novos
agentes etiolégicos (BOBO et al., 1997).

Embora raras, algumas outras doencas tém sido correlacionadas com as infec¢des
por rotavirus, e estas incluem: miosite aguda (BONNO et al., 1998), linfohistiocicitose
(TAKAHASHII et al., 1999), paralisia semelhante aquela causada pelos virus da poliemielite
(CHOU et al., 1998) e encefalites (HONGOU et al., 1998).

1.2.5 Terapia

Atualmente, a terapia para a doenca rotaviral € de suporte. A reposicao de fluidos e
eletrolitos perdidos pela diarréia e vomitos € de vital importancia. Embora a administracéo
intravenosa de fluidos seja a ideal, a mesma €& impraticavel em muitos paises em
desenvolvimento, o qué tem levado a varias formulagbes de sais de rehidratagao oral; sendo
que aquelas que contém glicose sdo preferiveis (KAPIKIAN et al., 1996a). Uma férmula
padrao sugerida pela OMS de eletrélitos e glicose de administracdo oral foi desenvolvida e
tem se mostrado segura e efetiva. Formulas "aperfeicoadas" que contém uma base de arroz
ou suplementos adicionais tém sido estudadas, mas parecem oferecer menos vantagens do
que a férmula padrao (KAPIKIAN et al., 1996a).

Freqlientemente, os alimentos nao sdo permitidos aos pacientes com diarréia a fim
de reduzir a quantidade de fezes, mas isto pode levar a ma-nutricio em casos severos e
prolongados. A recomendagao corrente é retomar a alimentagao tao logo a rehidratagao oral
seja concluida (BASS et al., 1995). A amamentacdo em lactentes deve continuar durante o
tratamento e pode oferecer alguma protecdo através da transferéncia de anticorpos
maternos.

Outras formas de imunoterapia tem sido estudadas e parecem oferecer alguma
vantagem, particularmente em individuos imunocomprometidos (KAPIKIAN et al., 1996a;
GUARINO et al.,, 1991). Bacterioterapia com formula¢gdes contendo lactobacilus podem
diminuir a duragdo da diarréia (SHORNIKOVA et al., 1997). Em adi¢do, a rehidratacéo oral
com salicilato de bismuto parece ser uma opc¢do terapéutica adjunta efetiva (SORIANO-
BRUCHER et al., 1991).
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Farmacos antidiarréicos sdo contra-indicados no tratamento da doencga diarréica,
aléem de nao oferecem beneficios, podem ser perigosos (WHO, 1990). Similarmente,
antiheméticos e antibiéticos ndo oferecem beneficios. A despeito destas recomendacgdes,
estudos tem demonstrado o uso de terapias inadequadas para estes agentes em mais do
que 20% dos pacientes admitidos em hospitais (FERSON e HENRY, 1998).

1.2.6 Prevencgido

Melhorias nas condi¢des sanitarias e de vida em paises em desenvolvimento podem
ser promissoras para diminuir o impacto da doencga. Porém, mesmo quando estes fatores
estdo em condigées adequadas a doenca pode espalhar-se rapidamente (STEELE, 1999).
Isto leva a extensivos esforcos para o desenvolvimento e testes de vacinas efetivas em
humanos e animais (CLARK et al., 1996; CONNER et al., 1996; HERRMANN et al., 1996;
KAPIKIAN et al.,, 1996b; SAIF e FERNANDEZ, 1996; NEWBURY et al., 1998). Extensas
revisdes tém sido feitas e questdes crescem sobre a provavel eficacia das formulagdes
atualmente disponiveis (ESTES, 1996). Uma vacina de sucesso precisa estimular a
imunidade humoral e a mediada por células localmente no intestino e, no minimo, precisa
garantir protegdo contra os quatro sorotipos prevalentes do rotavirus do grupo A (STEELE,
1999). Apesar dos relatos favoraveis as vacinas, um nimero de problemas concernentes ao
uso rotineiro das mesmas ainda permanecem, especialmente em paises em
desenvolvimento (HART e CUNLIFFE,1999), onde a eficacia em estimular a formacado de
anticorpos contra sorotipos prevalentes nestes paises ndo foi ainda satisfatoriamente
estabelecida (ESTES, 1996). Além disso, o custo estimado em 28 ddlares/crianga parece
ser o maior impedimento, uma vez que este valor excede o or¢gamento destinado a saude per
capita na maioria dos paises em desenvolvimento (HART e CUNLIFFE,1999). Permanece a
ser determinado se o desenvolvimento de vacinas é justificado para rotavirus de outros
grupos que nao o grupo A (SAIF e JIANG, 1994b).

Vacinas para a prevengao da infec¢do nao estdo atualmente disponiveis. Uma vacina
para rotavirus, RotaShield, licenciada em 1998 nos EUA, foi voluntariamente retirada do
mercado americano em outubro de 1999, apés uma revisao de inumeros estudos cientificos
que sugeriam que a intussuscepc¢ao (captacdo de uma parte da alca intestinal dentro da
outra [ARAUJO et al., 1996]) ocorreu com uma significante freqiéncia em 1 a 2 semanas
apos a vacinacdo (WITHDRAWAL, 1999). Por essas razbes, a licenca foi suspensa em
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novembro de 1999 (HART e CUNLIFFE,1999).

O meio primario para prevenir a infecgdo por rotavirus envolve controle de medidas
(WITHDRAWAL, 1999), necessitanto driblar as dificuldades em remover os rotavirus das
méaos ou de superficies contaminadas. Esses virus sao relativamente resistentes a
inativagao por desinfectantes quimicos e antissépticos comumente usados em hospitais e
outras instituicbes (ANSARI et al., 1991). As superficies devem ser desinfectadas com
agentes efetivos como gluconato de clorexidina, sais quaternarios de aménio e orto-fenilfenol
em formulagdes que contenham alta concentragdo de alcool (DENNEHY, 2000). A lavagem
das maos com sabdo comum néo é efetiva contra os rotavirus e pode ainda espalha-los por
maior area nas maos (ANSARI et al., 1991). Nenhum desinfectante normalmente utilizado
para lavagem das maos inativa completamente estes virus no tempo normal de lavagem.
Esta deve ser realizada com um agente de limpeza contendo alcool antes e depois do
contato com uma crianga ou area infectada (DENNEHY, 2000). .

A amamentacdo € o mais simples e principal meio prontamente disponivel para
prevenir ou amenizar a infec¢éo por rotavirus. Isto é particularmente um resultado de IgA
especifica no leite, mas outros componentes do leite também inibem a replicacdo dos
rotavirus (HART e CUNLIFFE,1999). Lactadherina, uma glicoproteina mucina-associada que
inibe a replicacdo do rotavirus in vitro, que estd presente em altas concentragdes no leite
(484 mg/mL), foi associada com infeccdo assintomatica por rotavirus num lactente
(NEWBURY et al, 1998). A concentracdo da proteina em criancas que desenvolveram
doenca sintomatica foi de 29,2 mg/mL.
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1.3 A Epidemiologia
(ROUQUAYROL, 1994; FORATTINI, 1996; LEAVEL E CLARK, 1976)

Uma defini¢do precisa do termo epidemiologia ndo é facil: sua tematica é dinamica e
seu objeto complexo. Pode-se, de uma maneira simplificada, conceitua-la como: ciéncia que
estuda o processo satde-doenca em coletividades humanas, analisando a distribuicao e os
fatores determinantes das enfermidades, danos & saude e eventos associados a saude
coletiva, propondo medidas especificas de prevencao, controle, ou erradicagdo de doengas,
e fornecendo indicadores que sirvam de suporte ao planejamento, administracdo e avaliacdo
das agdes de saude. A priori, independente de qualquer analise, pode ser dito que a atencao
da epidemiologia esta voltada para as ocorréncias, em escala massiva, de doenca e n3o-
doenca envolvendo pessoas agregadas em sociedades, comunidades, grupos demograficos,
classes sociais ou quaisquer outros coletivos formados por seres humanos.

A epidemiologia é o eixo da salde publica. Proporciona as bases para a avaliagdo
das medidas de profilaxia, forrece pistas para a diagnose de doencas transmissiveis e n&o
transmissiveis e enseja a verificaco da consisténcia de hipoteses de Causalidade. Além
disso, estuda a distribuicio da morbidade e da mortalidade a fim de tragar o perfil de saude-
doenga nas coletividades humanas; realiza testes de eficacia e de inocuidade de vacinas;
desenvolve a vigilancia epidemioldgica; analisa os fatores ambientais e sécio-econémicos
que possam ter alguma influéncia na eclosio de doencas e nas condigdes de salde. Seu fim
ultimo é contribuir para a melhoria da qualidade de vida e o soerguimento do nivel de satde
das coletividades humanas.

A epidemiologia e a sadde publica sdo indissociaveis quanto aos seus objetivos
sociais e quanto a sua pratica. A sauide publica intervém buscando evitar doencas, prolongar
a vida e desenvolver a sadde fisica e mental e a eficiéncia. A prevengéo se faz com base no
conhecimento da Histéria Natural da Doenca.

Historia Natural da Doenca é o nome dado ao conjunto de processos interativos
compreendendo as inter-relagdes do agente, do susceptivel e do meio ambiente que afetam
0 processo global e seu desenvolvimento, desde as primeiras forcas que criam o estimulo
patolégico no meio ambiente, ou em qualquer outro lugar, passando pela resposta do
homem ao estimulo, até as alteragbées que levam a um defeito, invalidez, recuperacdo ou
morte. A Histéria Natural da Doenca tem desenvolvimento em dois periodos sequenciados: o
periodo epidemiolégico ou de pré-patogénese, e o periodo de patogénese. No primeiro, o
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interesse é dirigido para as relacdes susceptivel-ambiente; no segundo, interessam as
modificagdes que se passam no organismo Vvivo.

O primeiro periodo da Histéria Natural (periodo pré-patogénico) € a propria evolugao
das inter-relagées dinamicas que envolvem, de um lado, os fatores proprios do susceptivel (o
homem), e de outro, os condicionantes sécio-econdmico-culturais de fatores ambientais, que
estimulam o desenvolvimento da enfermidade. E também a descri¢io desta evolugdo. Ao se
considerar as condigdes para que a doenca tenha inicio em um individuo susceptivel, &
necessario ter-se em conta que nenhuma delas sera, por si so, suficiente. A eclosdo da
doenga &, na verdade, dependente da estruturagao dos fatores contribuintes. A estruturagao
dos fatores contribuintes € denominada multifatorialidade, a qual nao é um simples resultado
de justaposicdo. A associagdo dos fétores é sinérgica, isto &, dois fatores estruturados
aumentam o risco de doeng¢a mais do que a sua simples soma. O estado final provocador de
doencga é portanto, resultado da sinergizacdo de uma multiplicidade de fatores politicos,
econdmicos, sociais, culturais, psicolégicos, genéticos, biologicos, fisicos e guimicos. O
estudo das diarréias propicia uma boa ilustragdo da estruturagdo sinérgica dos fatores que
conduzem a doenca e a mantém (Fig. 3). Destaca-se em posicao central a interagdo
sinérgica entre a sindrome diarréica e a desnutricdo. BEHAR (1976) chama a aten¢ao para a
magnitude deste problema, dando énfase ao fato de que as infecgdes entéricas constituem
fatores precipitantes e agravantes da desnutricdo e esta, por sua vez, influi na patogenia dos
processos diarréicos. Segundo este autor, essa interagdo explica a razdo pela qual as
doencas diarréicas constituem a causa basica mais importante da mortalidade na infancia. O
entendimento da existéncia do sinergismo multifatorial € importante, mas nao deve obnubilar
a causa mais profunda da manutencdo do status quo da morbidade por diarréias, a qual
reside no desnivel econdmico existente entre as classes sociais.

O segundo periodo da histéria natural da doenga é relacionado com a sua
implantagcéo e evolugdo no homem. E o periodo da patogénese. Este periodo se inicia com
as primeiras agoes que os agentes patogénicos exercem sobre o ser afetado. Seguem-se as
perturbagdes bioquimicas em nivel celular, continuam com as perturbagdes na forma e na
funcao, evoluindo para defeitos permanentes, cronicidade, morte ou cura. Procura-se aqui,
os fatores determinantes que, no quadro geral da histdria natural da doenca, sdo inerentes
ao organismo e estabelecem a receptividade do individuo. Estdo compreendidas
caracteristicas como idade, sexo, patrimdénio génico, condi¢des fisiolégicas, e os
mecanismos de defesa que incluem as experiéncias imunolégicas prévias.
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Em outra oportunidade foi enfatizado que a Epidemiologia, em sua determinagao
histérica e conceitual, tem como definidor do seu objeto de conhecimento o coletivo de seres
humanos. Assim sendo, no que se refere a metodologia da pesquisa epidemioldgica, os
estudos experimentais sdo de utilizagdo bastante limitada visto os mesmos consistem na
manipulacéo de populagées humanas , 0 seu uso é praticamente restrito ao teste de vacinas,
ou de medicacdo em massa, introduzindo-se ou suprimindo-se esses fatores em conjuntos
populacionais previamente selecionados. Em vista disso, a observagdo constitui o
procedimento mais empregado na metodologia epidemioldgica, e se fundamenta na coleta
de informacdes Uteis que possam identificar as circunstancias e os fatores determinantes da
doenca em estudo. Os dados necessarios sdo obtidos de duas maneiras essenciais. Ou sdo
colhidos em registros de rotina, ou sdo decorrentes da realizagdo de levantamentos
previamente planejados com essa finalidade, estes podem ser realizados de duas maneiras:
através de estudos de coorte, também chamados de estudos longitudinais ou prospectivos; e
através de estudos de casos controles. Os estudos de coorte baseiam-se na observagéio de
determinado grupo de pessoas através do tempo, com o objetivo de estabelecer as possiveis
associa¢oes entre a exposicédo e a frequiéncia no aparecimento da doencga. Esse conjunto é
rotulado, genericamente de coorte, e , em se tratando pois, de segui-la no tempo, ha duas
maneiras de fazé-lo. Na primeira, planeja-se acompanhar o grupo no futuro (estudo
prospectivo), uma vez caracterizado de acordo com o atributo que interessa, regisfrando-se
0 aparecimento da doenca e procurando-se associa-lo com esse fator em estudo. Na
segunda (estudo retrospectivo), o conjunto de pessoas € investigado em relagdo aos
acontecimentos passados, tanto no que conceme a frequiéncia na ocorréncia da doenca
como na do fator a ser pesquisado. E licito, pois, estabelecer que uma coorte pode ser
estudada sob o ponto de vista longitudinal, tanto prospectiva como retrospectivamente. Os
estudos de coorte sdo os unicos capazes de abordar hipéteses etiologicas produzindo
medidas de incidéncia, e por conseguinte, medidas diretas de risco.

O entendimento da trama epidemiolégica, bem como os motivos de sua instalagéo e
a compreensdo da natureza dos meios de que se deve langar méao para solucionar os
problemas, formam o objeto das atividades de prevencado das doengas como uma das metas
na melhoria das condi¢des de vida da comunidade.
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Fig. 3. Sinergismo multifatorial na produgéo e manutengdo das doengas diarréicas. A seta bissagitada

(<) indica que um dos fatores, além de produzir efeito por si, age ainda dando realce & contribuicao
causal do outro fator e vice-versa, completando o mecanismo sinérgico. Adaptado de Rouquayrol,
1994,

1.3.1 Epidemiologia do Rotavirus

Mundialmente, o rotavirus é o mais importante agente etiolégico causador de
gastroenterites severas em criangas menores de 5 anos de idade (KAPIKIAN et al., 1990).
Os rotavirus infectam primariamente lactentes e criangas jovens, com mais de 90% das
criancas soroconvertendo entre 3 e 4 anos de idade. O pico de incidéncia principal é
relatado entre 6 meses e 2 anos de idade, embora jovens lactentes e, criangas mais velhas
e adultos sejam também wulnerdveis (BASS e GREENBERG, 1995). Pacientes
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imunocomprometidos apresentam um risco maior em contrair a doeng¢a e frequentemente é
de mais longa duragao (STEELE, 1999).

A doenca € universal, afetando 95% das criangas menores de 5 anos, independente
das condigdes soécio-econdmicas e ambientais (KAPIKIAN et al, 1990). Contudo, as
consequéncias da doenca causada por rotavirus em paises em desenvolvimento é muito
diferente daquelas em paises desenvolvidos. Embora a incidéncia da morbidade relatada
para rotaviroses em criangas jovens seja similar em ambos os tipos de paises (BISHOP,
1993), a doenca é freqilentemente mais severa e fatal em criancas dos paises em
desenvolvimento (PEREZ-SCHEL, 1996). Um estudo realizado para quantificar o papel do
rotavirus como causa de diarréia nos EUA relatou que a incidéncia de diarréia por rotavirus
pode alcancar 0,3 episddios/crianga/ano durante os primeiros dois anos de vida, com uma
incidéncia cumulativa aproximada de 0,8 episddios em criangas com até 5 anos de idade
(RODRIGUEZ et al., 1987). Nos EUA, cerca de 1 em 73 criangas serao hospitalizadas por
diarréia causada por rotavirus levando a um numero estimado de 55.000 hospitalizagdes.
Estima-se que possa ocorrer uma média de 20 mortes por ano (1 por 200.000 nascidos
vivos) em um subgrupo de criangas de saude instavel, tais como prematuros (KILGORE et
al., 1995).

Em climas temperados a doengca € mais comum nos meses frios, quando
provavelmente a propagag¢do ocorre mais rapidamente nas familias e na comunidade
(BISHOP, 1996a). Nos EUA, as infecgbes por rotavirus mostram um curioso, mas repetido
padrao sazonal, com a atividade viral iniciando aparentemente no sudeste, no outono, e se
estendendo através do pais até o nordeste, do meio ao final da primavera (CDC, 1997).
Este padrao, entretanto, ndo € consistentemente observado em outras partes do mundo. Em
outros paises de clima temperado, o pico sazonal varia consideravelmente do outono a
primavera (COOK et al., 1990); por exemplo, os picos anuais na Espanha sdo em dezembro,
na Franca em fevereiro, no Reino Unido em fevereiro e mar¢o e na Holanda e Finlandia em
margco (KOOPMANS E BROWN, 1999); enquanto que no Brasil (STEWIEN et al., 1991),
como em outros paises tropicais, nao existe padrao sazonal distinto (COOK et al., 1990).

1.3.2 Epidemiologia do Rotavirus do Grupo C

Enquanto os rotavirus do grupo A sao rotineiramente detectados por ELISA (JAMES
et al., 1998) ou por outros métodos comercialmente disponiveis, 0 que disponibiliza dados
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laboratoriais sobre a incidéncia deste grupo, a incidéncié de gastroenterites causadas por
rotavirus do grupo C em humanos permanece obscura devido a falta de sensibilidade dos
métodos de diagnéstico (JIANG et al., 1995). As taxas de detecgéo do rotavirus do grupo C
em humanos tém permanecido baixas (BARNES et al., 1998). Porém, em 1991,
pesquisadores japoneses estimaram que anticorpos dirigidos contra rotavirus do grupo C
estdo presentes em 3 a 45% da populagdo humana em certas localizagbes geograficas
(ISHIMARU et al.,, 1991). JAMES et al. (1997), investigando a soroprevaléncia de anticorpos
humanos para rotavirus do grupo C através do uso do antigeno VP& recombinante, expresso
em células de insetos, mostrou que, numa amostragem de 1.000 soros humanos de todas as
faixas etarias da populagio do Reino Unido, os anticorpos foram detectados por ELISA em
43,4% da populagdo com um maximo de 66% no grupo de 71 a 75 anos de idade. A taxa de
soroprevaléncia de anticorpos dirigidos contra rotavirus do grupo C encontrada na populagéo
sueca, em um estudo realizado no ano de 2000, foi de 30 a 45% (NILSSON et al., 2000a).
Assim, a prevaléncia de anticorpos para rotavirus do grupo C foi inesperadamente alta,
considerando a baixa taxa de detec¢do dos mesmos em amostras clinicas de casos de
doencas gastrointestinais. Isto sugere, além da eficacia da metodologia, que as infecgGes
causadas por rotavirus do grupo C sdo menos severas do que aquelas causadas por
rotavirus do grupo A e que aquelas infecges geralmente ndo séo investigadas (JAMES et
al., 1997). Ainda, esta aparente discrepancia entre dados sorolégicos e a baixa ou a nula
taxa de rotavirus do grupo C em fezes humanas pode ser devido ao fato de que a pesquisa
deste agente etioldgico ter sido feita em amostras de lactentes e de jovens criangas, as quais
ndo sdo necessariamente o alvo primario da infecgbes sintomaticas do rotavirus grupo C
(TSUNEMITSU et al., 1992a).

Ha inameros relatos de rotavirus do grupo C causando surtos esporadicos de diarréia
aguda em criangas e animais em muitos paises, entre eles: Finlandia (von BONSDORFF e
SVENSSON, 1988), india (BROWN et al., 1988), China (CHEN et al., 1988), Brasil (GABBAY
et al., 1989), EUA (JIANG et al., 1995), Australia (JIANG et al., 1996), Japdo (OISHI et al.,
1993), Tailandia (PENARANDA et al., 1989), Inglaterra (PENARANDA et al., 1989), Malasia
(RASOOL et al., 1994) e Argentina (CASTELLO et al., 2000). No Brasil, a presenca destes
virus infectando humanos foram relatados no Rio de Janeiro/RJ (PEREIRA et al., 1983),
Belém/PA (GABBAY et al., 1989), Sao Paulo/SP (TIMENETSKI et al, 1993), Valentim
Gentil/SP (SOUZA et al., 1998), Goiania/GO (CARDOSO, 1997), Londrina/PR (ALFIERI et
al., 1999) e Distrito Federal (TEIXEIRA et al., 1998).
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(CARDOSO, 1997), Londrina/PR (ALFIERI et al., 1999) e Distrito Federal (TEIXEIRA et al.,
1998).

Os rotavirus do grupo C também vem sendo isolados de amostras fecais de porcos
infectados na Australia (NAGESHA et al., 1988), Canada (MORIN et al., 1990), Nova
Zelandia (FU, 1987) e Estados Unidos (SAIF et al., 1980; SAIF e JIANG, 1994a), e de
bovinos no Japao(TSUNEMITSU et al., 1991). Devido a prevaléncia destes virus em porcos
e nos bovinos, estes animais podem servir como reservatério para infecgdes humanas ou
para interagir geneticamente com linhagens humanas em infecgdes cruzadas (BISHOP,
1996a).

Embora o reservatério natural dos rotavirus do grupo C humano seja desconhecido,
estudos sorolégicos (TSUNEMITSU et al., 1992a), bem como os inimeros casos de surtos
de diarréia aguda, ocorridos na Ultima década, entre adultos na Asia, Estados Unidos e
Europa, sugerem que o rotavirus do grupo C pode ser um patégeno entérico emergente em
idosos humanos e em animais (KIM et al., 1999). Estudos prévios tém descrito os rotavirus
do grupo C infectando criancas mais velhas ou adultos, porém trabalhos recentes mostram
que estes virus podem também ser encontrados em amostras fecais de lactentes com
diarréia (TSUNEMITSU et al., 1992a).
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1.4 Diagnéstico dos rotavirus do grupo C

A caréncia de testes especificos para deteccao de rotavirus pertencentes aos grﬁpos
B e C contribui, em larga escala, para a alta propor¢do de casos de diarréia de etiologia
desconhecida (SOUZA et al., 1998).

Os rotavirus do grupo C sao extremamente dificeis de serem detectados através de
procedimentos de rotina, e antes de 1995 nao haviam sido detectados em humanos nos
Estados Unidos. Isto porque esses virus nao sdo reativos em testes de ELISA comum para
rotavirus grupo do A, e as técnicas moleculares como PAGE (eletroforese em gel de
poliacrilamida) ou RT-PCR (Reacdo em cadeia da polimerase precedida de trancricao
reversa) com iniciadores especificos para grupo C nao tém sido amplamente utilizadas.
Consequentemente, estes virus somente poderiam ser detectados em laboratérios de
pesquisa com interesse especifico no estudo destes agentes (JIANG et al., 1995).

A PAGE pode ser usada como um método de detecgéo de rotavirus do grupo C para
visualiza-se o perfil caracteristico dos 11 segmentos gendmicos dispostos no padréo 4-3-2-2
(o que difere do perfil consistente com o grupo A, a saber: 4-2-3-2) (PENARANDA et al,,
1989). Em vista disso, este método é frequentemente utilizado em estudos epidemiolégicos
de infecgdes por rotavirus em humanos e animais para discriminar diferengas entre grupos e
linhagens (MARKOWSKA-DANIEL et al,, 1996). Porém, alguns autores consideram que
esta técnica poderia subestimar a verdadeira taxa de deteccdo destes virus (JIANG et al.,
1995; DIMITROV e SHINDAROV, R.S., 1986), considerando que esta analise requer a
presenca de 10%a 10" particulas virais /mL de fezes para um resultado positivo (KUZUYA et
al., 1996; ISHIMARU et al., 1990).

Os rotavirus do grupo C dificilmente propagam-se em cultura de céiulas, tornando
este método diagndstico inviavel para sua detecgdo. Porém, dois sorotipos do rotavirus do
grupo C de origem animal (bovino e suino-Cowden) foram adaptados para replicagdo em
cultura de células (TSUNEMITSU et al, 1991; SAIF et al., 1988). Recentemente, rotavirus do
grupo C humanos foram adaptados em cultura (JAMES et al.,, 1997; SHINOZAKI et al.,
1996). Todavia, a cultura requer 4ug de tripsina/ mL (0 que danifica a cultura celular
rapidamente), e a producgao viral é pobre (JAMES et al., 1998).

O diagnostico em muitos paises é dependente da ME (JAMES et al., 1998). Porém, o
fato de que os rotavirus do grupo C possuem a mesma morfologia que os rotavirus
pertencentes aos grupos A e B. desqualifica a ME como ferramenta diagnéstica para
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discriminar este grupo em especial (NILSSON et al., 2000b). No entanto, recentemente, o
diagnostico por ME foi associado com sucesso & eletroferotipagem, mas a ME é viavel
somente em poucos laboratérios. Além disso, estes métodos sio relatados como sendo
menos sensiveis do que o RT-PCR ou um ELISA com reagentes baseados na deteccéo de
antigenos do grupo C (JAMES et al, 1998). A introducdo de ambos os métodos,
possivelmente, poderia ultrapassar alguns dos obstaculos no diagnéstico dos rotavirus do
grupo C (NILSSON et al., 2000b).

Dentre os testes de ELISA que tém sido usados no diagnostico destes virus
encontram-se:

1) ELISA sanduiche de captura bilateral de antigeno de grupo C especifico
(VP6) no qual antisoros hiperimunes policlonais (a imunizagdo foi realizada com diversas
linhagens dos grupos A, B e C de origem humana, porcina e bovina, num total de 16
linhagens diferentes) de porcos gnotobiéticos dirigidos contra linhagem do rotavirus do grupo
C Cowden, adapdados a cultura (designado U 339), agem como anticorpos de captura do
antigeno. IgG purificada a partir de um anti-soro para VP6 de rotavirus do grupo C Cowden
(U 339) policlonal de porcos age como detector biotinilado de antigenos VP6 imobilizados
(TSUNEMITSU et al., 1992b). Contudo, neste teste o soro hiperimune utilizado é dirigido
contra a linhagem porcina do rotavirus do grupo C (Cowden) e estudos recentes mostraram
que a linhagem Cowden é antigenicamente distinta do rotavirus do grupo C humano (JAMES
et al., 1998).

2) Um teste de ELISA utilizando anticorpo monoclonal produzido a partir de
rotavirus do grupo C humano de amostras fecais (FUJIl et al., 1992). Os anticorpos
monoclonais reagem com a proteina do capsideo extemo VP7 das linhagens humanas de
rotavirus do grupo C. Os genes correspondentes a esta proteina tém uma sequéncia
altamente conservada de nucleotideos conforme comprovado em dois estudos (97,8% a
99,8% e 97,1% a 100 % de homologia dos nucleotideos) (JIANG et al., 1996; GRICE et al.,
1994), indicando que eles pertencem ao mesmo genotipo e s&o provavelmente pertencentes
ao mesmo sorotipo. Outros estudos, porém, tém demonstrado algumas diferencas
minoritarias entre perfis eletroforéticos das rotaviroses do grupo C (FUJIl et al., 1992;
KUZUYA et al., 1996), demonstrando que estas linhagens mantém 95.7% de identidade de
nucleotideo (KUZUYA et al., 1996). Além disso, evidéncias de diversidades sorolégicas e
genéticas dentro dos rotavirus do grupo C infectando humanos e animais tem sido descritas
(JIANG et al., 1991; TSUNEMITSU et al, 1992a). Assim, o diagndstico baseado nas
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proteinas externas do capsideo, nas quais esta diversidade tem sido demostrada, pode
limitar a detecgdo a um unico sorotipo (JAMES et al., 1998).

3) Em 1998 foi produzido um ELISA de captura de antigeno, para detec¢ao
do antigeno de grupo especifico (VP6) do rotavirus do grupo C humano em amostras de
fezes (JAMES et al.,, 1998), baseado em reagentes produzidos com o antigeno VP6
recombinante derivado de rotavirus do grupo C humano (JAMES et al., 1997). Pelo uso do
VP6 recombinante como imunégeno, todos os rotavirus do grupo C, independente do
sorotipo, seriam detectados. Os resultados obtidos nos testes experimentais de validagao
deste ELISA, mostraram-se equivalentes aos resultados obtidos por RT-PCR (JAMES et al.,
1998).

A transcrigao reversa seguida da reagao em cadeia da polimerase (RT-PCR) € o método
mais sensivel para a deteccdo do rotavirus do grupo C (JIANG et al., 1995) e é considerado
o "padrao ouro" para este procedimento (JAMES et al., 1998). Mais detalhes sobre este
método serao vistos a seguir.
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1.5 Técnicas Moleculares

1.5.1 RT-PCR

O RT-PCR é um método que permite, apos a transcricdo reversa do RNA para o seu
DNA complementar através da utilizagdo da enzima transcriptase reversa, a amplificagdo in
vitro de segmentos do DNA, usando dois iniciadores que hibridizam ou anelam com as fitas
opostas, em regi6es que flanqueiam o segmento a ser amplificado (GOUVEA et al., 1991).
Neste processo, o DNA & desnaturado (94-96°C), os iniciadores sdo hibridizados (30-60°C)
e, posteriormente, a sintese do DNA é feita em presenca de DNA-polimerase e
desoxirribonucleotideos trifosfatos (dNTPs) (72°C) (SCHRANK et al., 1996). A repeticio
dessas etapas, por 20 a 30 ciclos, permite gerar irﬁmeras copias idénticas de um segmento
de DNA (SCHRANK et al., 1996). As condigGes iniciais para a amplificagdo, tais como
concentragdes de Mg®* , de enzima e de iniciadores, e a temperatura de anelamento dos
iniciadores, devem ser definidas para cada par de iniciador. Os produtos amplificados podem
ser observados apds corrida eletroforética e coloracio com brometo de etidio ou nitrato de
prata (HARLOW E LANE, 1988).

Os termos “semi-nested” e “nested” PCR sao utilizados para diferenciar o segmento
gendmico amplificado, bem como os iniciadores utilizados. Quando dois iniciadores anelam
no interior de um segmento gendmico ja amplificado por uma primeira reacéo de
polimerizagdo em cadeia, para formar um novo produto de amplificacdo de menor peso
molecular, essa reacdo é denominada nested PCR. A semi-nested utiliza um iniciador que
amplifica o segmento gendémico externo (maior) e o segmento gendmico interno (menor), ou
seja, um iniciador € comum entre a primeira e a segunda reagées de PCR.

1.5.1.1 Cuidados na realizagdo do PCR

A habilidade do PCR em produzir um grande nimero de copias de uma seqiiéncia
génica a partir de quantidades minimas de DNA necessita que cuidados extremos sejam
tomados para evitar resultados falso-positivos. Embora dados falso-positivos possam resultar
de contaminagdo amostra-amostra, a fonte mais séria de contaminacgéo de falso-positivos é
o chamado carry-over de DNA a partir de amplificagdes prévias de um mesmo DNA alvo (o
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termo carry-over nao possui uma traducao literal ou oficial para a lingua portuguesa; assim

sendo, embora esse termo seja corrente entre os biologistas moleculares, neste trabalho

sera designado como DNA contaminante). Os seguintes procedimentos minimizam a

transferéncia de DNA previamente amplificado:

- separagao fisica das salas de pré- e pds-amplificagcdo, bem como utilizagdo de um
conjunto exclusivo de micropipetas; '

- todos os reagentes usados no PCR devem ser preparados, aliquotados e estocados em
areas de pré-amplificacao, ou seja, areas livres de produtos amplificados por PCR. Os
reagentes devem ser aliquotados para diminuir o nimero de pipetagens repetidas num
mesmo recipiente; \

- micropipetas de dispositivo positivo ou ponteiras equipadas com filtros devem ser
utilizadas para reduzir a entrada de aerossois de DNA ou liquidos no interior ou na
extremidade das micropipetas, impedindo assim a contaminagdo das amostras
subsequentes.

- procedimentos laboratoriais meticulosos devem ser adotados: troca frequente de luvas,
rapida centrifugacao dos tubos antes da sua abertura, abertura e fechamento cuidadosos
dos tubos para evitar formacdo de aerossbis, manipulagdo minima das amostras, e
adicao de todos os reagentes antes da amostra de DNA;

- escolha criteriosa dos controles: para o controle positivo, a amostra selecionada deve
amplificar fraca, mas consistentemente; para ¢ controle negativo, este deve incluir um
controle multiplo de reagentes, que deve conter todos os componentes necessarios a
amplificacdo, menos o DNA molde. Este sistema proporciona uma deteccao
extremamente sensivel da presenca de contaminantes.

A susceptibilidade a contaminacdo é faciimente explicada em vista da extrema
sensibilidade do PCR; assim, as sugestbes listadas aqui servem como guia para a
implementacéo de procedimentos que ajudarao a minimizar, senao erradicar a transferéncia
de DNA contaminante (KWOK, 1990).

Métodos de esterilizacao, pré- (antes da reacdo de amplificacao) e p6s-PCR (apés as
reagcOes de amplificagdo), para minimizar a contaminagao sao também descritos e incluem:
irradiaces gama (DERAGON et al., 1990) e ultra-violeta (SARKAR E SOMMER, 1991), e
digestdo com enzima de restricao (ZHU et al., 1991), os quais, segundo relatos prévios, tém
sido uteis para a inativagao de DNA contaminante nas misturas de PCR anterior a adicao
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dos DNAs moldes. Ainda, a inativagao fotoquimica por tratamento com isopsoraleno DNA
(RYS E PERSING, 1993) e a substituicdo do dTTP por dUTP em todos os produtos de PCR,
para posterior tratamento com uracil-DNA glicosilase (RITZLER et al., 1999) foram descritos
para a esterilizagcao subseqliente dos produtos de PCR.

1.5.2 Subtipagem molecular baseada na seqtiiéncia de nucleotideos

Na epidemiologia de doencas infeciosas é importante a obtencdo de dados que
possam demonstrar a existéncia de uma origem comum entre microorganismos isolados de
um surto de infecgdo. Em geral, estes agentes infeciosos sdo clonais, isto &, originados na
progénie de um microorganismo singular e, por isso, geneticamente idénticos ou muito
proximos. Em espécies bacterianas, ha diversidade genética suficiente para permitir a
identificacéo de diferentes clones ou grupo de clones entre isolados de uma mesma espécie,
coletados de diferentes fontes, sitios de infeccdo ou de diferentes periodos. Isto € chamado
subtipagem, e é feita através da andlise de um conjunto de caracteristicas de inUmeros
microorganismos isoladas, o que permite a discriminagdo dos mesmos abaixo do nivel de
especie. _

A subtipagem de espécies tem ampla aplicagdo na microbiologia da saltde publica.
Ela é essencial, por exemplo, para assegurar que programas de imunizacdo conduzam a
erradicagdo de um patégeno alvo ao invés da substituicho por um subtipo variante
(SWAMINATHAN, B. & MATAR, G.M., 1993). No caso de agentes virais, esta tém implicacao
no mecanismo de evasao do virus ao sistema imune do hospedeiro, uma vez que, a variagao
genética pode levar a variagdes antigénicas. Em decorréncia, o virus torna-se insusceptivel a
imunidade gerada na populagao por infecgdes anteriores (ABBAS et al., 2000)

No passado, a subtipagem foi realizada por testes de um ou muitos marcadores
fenotipicos (procedimentos de biotipagem, sorotipagem, tipagem de bacteriéfagos). Embora
estes marcadores sejam ainda amplamente utilizados, eles apresentam inimeras falhas.
Contrariamente, os métodos de subtipagem molecular sdo baseados na caracterizagao fisica
de moléculas produzidas por microorganismos, os quais sao universalmente aplicaveis
(SWAMINATHAN, B. & MATAR, G.M., 1993). Estes métodos podem ser categorizados em
trés amplos grupos, com base no tipo de macromoléculas alvo, as quais podem ser
lipossacarideos, proteinas ou acidos nucléicos. Desde 1975, o desenvolvimento das técnicas
de separacdo e amplificacdo dos acidos nucléicos tem levado a aplicagdo dos métodos de
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subtipagem baseadas nos 4acidos nucléicos em diversos estudos epidemiologicos
especificos. Tais métodos incluem a analise de fingerprinting baseado em sondas genéticaé,
a andlise com enzimas de restricio de DNA gendmico ou plasmidial (RFLP), e o
fingerprinting baseado no PCR (através das técnicas de RAPD ou de PCR-RFLP)
(SWAMINATHAN, B. & MATAR, G.M., 1993). As técnicas de RFLP e de PCR-RFLP serao
abordadas mais detalhadamente nos itens 1.5.2.1 e 1.5.2.2.

Todos os métodos de sub-tipagem baseadas nas sequéncias génicas (com excegao
do sequienciamento de DNA) produzem como resultad'o, fragmentos de DNA de diferentes
tamanhos. Estes representam um fingerprinting da linhagem analisada, cujo perfil pode
consistir de uns poucos (perfis plasmidiais, tipagem baseada em sondas, PFGE, PCR-RFLP
e RAPD) ou inimeras centenas de fragmentos de diferentes tamanhos (fingerprinting de
DNA genémico). Os métodos de andlise e interpretacdo destes dados dependem dos
objetivos a serem alcancados pela subtipagem. Se o objetivo for comparar um numero
limitado de linhagens para determinar se uma linhagem é diferente de uma ou inumeras
outras, o simples exame visual dos dados é suficiente.

Os dados das andlises de restricdo podem ser adquiridos de inimeras maneiras.
Géis de agarose corados com brometo de etidio sdo usualmente fotografados e utilizados
para as analises. Para a analise visual, o primeiro passo é determinar os tamanhos relativos
de cada fragmento na linha, por comparagdo com um marcador de tamanho molecular
aplicado no mesmo gel . A distancia de migragéo, desde a origem, de cada fragmento do
padrdo bem como da amostra, sdo medidas por uma régua e registradas. O tamanho
molecular estimado de cada fragmento é determinado por calculos algoritmicos, pois a
relagdo entre o tamanho e a mobilidade eletroforética dos fragmentos de DNA nao é linear.
Os dados podem também ser adquiridos e analisados por um scanner digital conectado a
um computador com um programa apropriado (SWAMINATHAN, B. & MATAR, G.M., 1993).

1.5.2.1 Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restrigéo (RFLP)

A andlise de Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restricdo (RFLP) é
baseada na utilizacdo das chamadas enzimas de restricdo ou endonucleases. Essas
enzimas reconhecem seqiéncias especificas no DNA de 4 a 8 pares de base (pb), clivam a
dupla fita nestes sitios especificos e conhecidos, e geram fragmentos de DNA com
diferentes tamanhos moleculares, 'que podem ser facilmente observados apds uma
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eletroforese. Diferentes endonucleases geram diferentes fragmentos de restricio de uma
mesma molécula de DNA (WATSON et al., 1992). As variagGes obtidas com os fragmentos
gerados por uma endonuclease especifica sdo chamadas RFLPs. Os RFLPs podem resultar
de uma sequéncia originada por rearranjos genéticos, da insercdo ou delecdo do DNA, ou
ainda, da substituicdo de DNA, dentro do sitio de clivagem da endonuclease. Os dois
primeiros tipos de fonte de variacdo sdo observados com todas as enzimas de restrigéo,
enquanto que o terceiro tipo pode ser observado somente com a endonuclease cujo sitio de
reconhecimento abrange o sitio de substituicao.

A selecdo das enzimas de restricio para uso na anélisé de RFLP é baseado em dois
importantes critérios. Primeiro, os fragmentos de restricdo precisam ser adequados em
relagdo ao tamanho. Melhores resultados sdo obtidos com fragmentos de restricdo de 1.000
a 15.000pb. Segundo, os fragmentos nesta faixa de tamanho ndo devem ser tdo numerosos
que produzam sobreposicdo de bandas as quais podem ocultar diferengas. Muitos
investigadores selecionam a(s) melhor(es) enzima(s) por rastreamento empirico utilizando
muitas enzimas em um conjunto de linhagens epidemiologicante caracterizadas do
microorganismo de interesse.

O isolamento e a purificacdo do DNA s&o passos criticos nas analises de RFLP, o
DNA precisa estar suficientemente intacto e livre de impurezas que possam inibir as enzimas
de restricdo e levar as digestdes parciais ou a auséncia total de digestdo. Ademais, a
inibicdo pode ocorrer por metilagdo dos nucleotideos dentro do sitio de reconhecimento da
enzima, para a qual ndo existe solu§éo. As vantagens das andlises de restricio de DNA
gendmico & que elas sao universalmente aplicaveis, sdo sensiveis, porque 0 genoma inteiro
€ avaliado por RFLP, e a técnica é de realizacao relativamente facil (SWAMINATHAN, B. &
MATAR, G.M., 1993).

1.5.2.2 RFLP de produtos amplificados por PCR (PCR-RFLP)

O PCR oferece inumeras vantagens sobre os outros métodos de subtipagem: a
velocidade, a necessidade de poucas células de microorganismos e um protocolo
simplificado. Os métodos de subtipagem baseada em PCR podem ser categorizédos em
dois tipos. O primeiro € o chamado PCR-RFLP que envolve a amplificacdo de uma
sequéncia conhecida, a digestdo com enzimas de restricdo, e a comparagao dos fragmentos
de restricdo do DNA ampilificado de diferentes linhagens. O segundo é denominado RAPD, o
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qual envolve segmentos amplificados randomicamente de um DNA alvo pelo uso de unico
iniciador que nao tenha qualquer homologia especifica com a sequéncia alvo.
| O PCR-RFLP é mais vantajoso do que as andlises de restricdo de DNA
convencionais. As diferencas genéticas sdo determinadas por amplificagéo por PCR de uma
seqiiéncia alvo, seguido da digestdo do segmento amplificado com uma ou mais
endonucleases. N3o ha a necessidade da realizagéo da hibridizagdo molecular ou Southern
_blotting ou com a utilizagio de sondas. Outra vantagem do PCR-RFLP sobre a restricao do
DNA gendmico & que os produtos amplificados por PCR ndo s&o susceptiveis a metilagao
(SWAMINATHAN, B. & MATAR, G.M., 1993).

Em estudos prévios (GOUVEA et al., 1993; VONSOVER et al., 1993), a analise de
PCR-RFLP foi utilizada para comparagio rapida de uma grande quantidade de rotavirus
isolados, e foi estabelecida uma relago entre alguns sitios no gene da proteina VP7 e o
sorotipo (G tipo) ou a origem dos virus, se humano ou animal. Em outros estudos (DUBOIS
et al., 1997) a identidade entre os perfis de RFLP foram utilizados para estabelecer uma
correlacdo entre contaminagdo em amostras de agua e as sequéncias obtidas de amostras
clinicas. Ainda, genes de viruléncia em microorganismos e operons ribossomais tém  sido
alvos para subtipagem por PCR-RFLP (SWAMINATHAN, B. & MATAR, G.M., 1993). Esta
técnica pode, assim, ser utilizada para detectar diferencas gendmicas num mesmo

sorogrupo de rotavirus, evidenciando desta forma, diferentes linhagens destes virus.
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JUSTIFICATIVA

A mie
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2. RELEVANCIA DO PRESENTE TRABALHO

Visto que, a incidéncia de diarréia causada rotavirus do grupo C, no Brasil, & obscura,
e que, conhecer o impacto dessa doenga é essencial para que medidas profilaticas possam
ser adotadas e programas de vacinas avaliados, colaboragdes prévias produtivas entre o
Instituto Evandro Chagas (Belém/PA) e o Laboratério de Virologia Aplicada da UFSC (que
realizaram estudos de sorotipagens (G) e genotipagens (P) de rotavirus do grupo A em
criangas de Belém [MASCARENHAS et al., 1998 e 1999]), geraram interesse de ambos
grupos de pesquisa, em realizar um estudo de epidemiologia molecular relacionado ao
rotavirus do grupo C. Embora os dados epidemioldgicos disponiveis para a realizagdo do
presente trabalho fossem limitados, permitindo apenas uma analise do periodo da
patogénese da histéria natural dos rotavirus do grupo C na regido suburbana de Belém do
Para, parece claro a importancia de se tomar conhecimento da verdadeira taxa de incidéncia
destes virus e de sua distribuicdo e viruléncia, através da utilizacdo de métodos diagndsticos
com sensibilidade e especificidade adequadas para a deteccdo de tais agentes virais em
amostras clinicas de criangas brasileiras, a fim de que as conclusées aqui apresentadas
possam servir como um instrumento adicional na complexa rede dos estudos
epidemiolégicos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Caracterizar o periodo patogénico da histéria natural das infecgdes causadas pelo

rotavirus do grupo C na comunidade, que nédo hospitalar, da regido de Belém-do-Para,
utilizando as técnicas de RT-PCR e PCR-RFLP.

3.2. Objetivos Especificos

Aplicar a metodologia de RT-PCR para detecgédo de rotavirus do grupo C em amostras
de fezes de criancgas de Belém-do-Para.

Comparar os resultados obtidos pelo método do RT-PCR com os resultados previamente
obtidos por ELISA para o diagnéstico de infecgéo pelo rotavirus do grupo C.

Aplicar a técnica de PCR-RFLP para evidenciar diferengcas genémicas entre as linhagens
virais presentes nas infecgdes de um grupo de criangas de uma mesma localizagao
geografica, em um determinado periodo de tempo (1983 a 1986).

Caracterizar o perfil de excregéo do rotavirus do grupo C nas amostras clinicas de uma
mesma crianga, coletadas periodicamente desde o seu nascimento até os trés anos de
idade, procurando determinar o perfil de excre¢do do virus e o comportamento do
hospedeiro ante a ocorréncia de reinfecgdes.

Organizar os dados de incidéncia do rotavirus do grupo C nas amostras de fezes e
comparar os resultados com a histéria clinica dos pacientes sintomaticos da comunidade
(ndo hospitalizados), cujos dados foram obtidos nas investigagbes realizadas através de
um estudo longitudinal prospectivo promovido pelo Instituto Evandro Chagas, em Belém-
do-Para; caracterizando o periodo patogénico da Historia Natural das infecgOes
causadas pelo rotavirus do grupo C.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Area de estudo

Belém do Para esta localizada ao leste da Amazénia junto a confluéncia de dois rios:
Guama e Para. O clima é de floresta tropical chuvoso, com chuvas fortes durante os meses
de fevereiro, margo e abril. A média de temperatura anual fica entre 24 a 28°C e a umidade
relativa do ar é regular e sempre alta em torno de 80% o ano todo (LINHARES et al., 1989).

As amostras utilizadas neste trabalho sdo provenientes de moradores da regido

suburbana de Belém (Figura 4).

Figura 4 - Aspecto de um dos bairros (Guama) da cidade de Belém, onde o estudo foi realizado.
Nota: A foto foi gentilmente cedida por Yvone Gabbay, IEC.
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4.2. Pacientes e amostras

As amostras de fezes utilizadas neste trabalho representam um subgrupo do total de
amostras coletadas durante a vigéncia de um estudo longitudinal prospectivo que foi
realizado durante os anos de 1983 a 1986, coordenado por pesquisadores do Instituto
Evandro Chagas (FUNASA - Fundacao Nacional de Saude), localizado na capital do Para,
Belém. Embora ndo seja o objetivo do presente trabalho analisar ou discutir o total de
resultados que foram obtidos com o conjunto global das amostras e analises, uma descri¢ao
do projeto inicial para a realizagdo do estudo longitudinal sera util para a melhor
compreensdo da origem, relevancia e selecdo das amostras analisadas neste trabalho
(Figura 5).

O estudo longitudinal iniciou com a selegéo de gestantes, do sexto ao nono més de
gravidez, em outubro de 1982. A principio foram selecionadas 217 gestantes, mas so
participaram efetivamente do programa 88 méaes. Os partos ocorreram no hospital publico
Santa Casa, entre o final de novembro de 1982 até final de margo de 1983. Como 6 criangas
morreram e 11 mudaram-se de Belém, apenas 71 criangas foram regularmente
acompanhadas até o final do estudo, em margo de 1986. Durante a permanéncia dos bebés
no hospital, uma amostra de fezes era coletada diariamente de cada crianca. Quando os
mesmos foram para casa, as amostras eram coletadas em dias alternados até o 14’ dia,
depois disto, as amostras eram obtidas quinzenalmente e também nos dias em que os sinais
de diarréia estivessem presentes. Eram considerados episédios de diarréia, quando as fezes
fossem liquidas ou semi-sélidas e ocorresse mais do que 3 evacuagdes por dia. Neste caso,
ou a mae da crianga levava-a até o IEC, onde a mesma era examinada por um medico, ou a
equipe do IEC era avisado por telefone da ocorréncia da diarréia e algum membro da equipe
dirigia-se até a residéncia da crianga; em ambos os casos, eram preenchidos prontuarios
médicos.

Entre outras analises, foram realizados testes de ELISA para a detecgdo de rotavirus
do grupo A nas amostras coletadas. Os resultados assim obtidos foram publicados por
ocasido do término do estudo (LINHARES et al., 1989). Das amostras que apresentaram
resultados negativos para rotavirus do grupo A, foram escolhidas aleatoriamente 357
amostras referentes a 37 criangas para serem testadas para rotavirus do grupo C pelo
método de ELISA sanduiche utilizando soro hiperimune de porcos infectados com o rotavirus
do grupo C da linhagem Cowden, uma linhagem porcina. Estes testes foram realizados no
CDC, em Atlanta, EUA.
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Com a finalidade de confirmacéo dos resultados obtidos, 83 amostras (72 positivas e
11 negativas por ELISA) referentes a 30 criancas foram posteriormente enviadas ao
Laboratério de Virologia Aplicada (LVA) da UFSC.

Além destas amostras, outras 70 amostras provenientes de uma unica crianca,
escolhida ao acaso, as quais ndo foram testadas por ELISA, foram também enviadas ao LVA
para analise por RT-PCR para rotavirus do grupo C. Assim, o total de amostras processadas
para o atual trabalho foi de 153 amostras de 30 criangas (Figura 5).

Do grupo de 83 amostras, com as quais foram realizados testes de ELISA, 28 eram
diarréicas e 55 eram assintomaticas (amostras controle). Somente as amostras diarréicas
possuem prontuarios médicos, os quais estavam armazenados no Hospital Santa Casa de
Belém.

A crianga, cujas 70 amostras sem resultado de ELISA foram analisadas por RT-PCR,
tem a identificagdo No. 24006. Destas amostras, 4 eram diarréicas, mas somente para uma
delas foi preenchido prontuario médico. O mesmo paciente possui outras 6 amostras (5
diarréicas e 1 assintomatica), que foram incluidas no grupo amostral para o qual foram
realizados testes de ELISA. O nimero total de amostras desta crianga é, portanto, de 76
amostras, distribuidas conforme Tabela 2.

TABELA 2: Distribuigiio das amostras diarréicas e assintomaticas da crianca N° 24006, de acordo com
a presenga ou auséncia de resultados de ELISA para rotavirus do grupo C e de prontuarios médicos

disponiveis.
Amostras Analisadas por Analisadas por Sem resultado de Sem resultado de
pcte. 24006 ELISA e com ELISA e sem ELISA e com ELISA e sem
prontuario médico | prontuario médico prontuario médico | prontuario médico
Diarréicas 5 0 1 3
Assintomaticas 0 1 0 66
Total 5 1 1 69




Outubro 1982: Selegdo de 71 gestantes, do 6 ao 9" més
gravidez, moradoras da regido suburbana de Belém

.

Final de nov.1982 a final de mar. 1983
71 nascimentos

.

Coleta diaria de fezes desde o nascimento até o ltimo
dia da permanéncia dos bebés no hospital

.

Coleta de fezes em dia alternados até o 14° dia de
vida das criancas, realizadas em suas residéncias

-

A partir do 15’ dia, coletas de fezes quinzenalmente e
quando em presenca de diarréia. Até mar. 1986

-

Tais amostras foram testadas por ELISA,

Foram encerradas as
investigacdes nas amostras
positivas para rotavirus A

para rotavirus do grupo A
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357 amostras de 37 criangas,
escolhidas ao acaso, foram levadas ao

v

CDC para testes de ELISA rotavirus C

83 amostras de 30 criangas
com resultado de ELISA
foram enviadas ao LVA.

28 eram diarréicas e 55 eram assintomaticas
continham dados de (controle), sem
prontudrio médico prontuario médico

Amostras negativas

para rotavirus grupo A

v

70 amostras (sem
resultado de ELISA) da
mesma crianga foram
enviadas ao LVA

66 eram
assintomaticas

1 possui pronturio médico

yura 5: Fluxograma representando a seqiiéncia de eventos que originaram as amostras utilizadas para adeteccao de
avirus do grupo C por RT-PCR, realizado no LVA, da Universidade Federal de Santa Catarina. Os quadros que citam

s amostras estdao em amarelo.
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4.3. Ensaio imuno-enzimatico tipo sanduiche para detectar antigeno de grupo (VP6)
dos rotavirus do grupo C

Este ensaio foi realizado no CDC, em Atlanta, EUA, anteriormente ao presente
trabalho; contudo, como os resultados daquele foram comparados com os aqui obtidos, o
método sera descrito conforme consta na literatura (TSUNEMITSU et al., 1992b; GABBAY et
al; 1999).

As amostras de fezes foram diluidas preparando-se uma suspensao de 10%-20% em
tampéo-salina-fosfato e centrifugadas a 3.000x g por 15 min. a 4°C. Os sobrenadantes foram
testados para detecgdo de antigeno de grupo do rotavirus C (VP6). Microplacas foram
recobertas por 14 a 16h a 4°C com 100uL (por pogo) com uma diluicdo de 1:3000 de anti-
soro hiperimune ou um soro pré-imune gnotobiotico diluido em tampé&o bicarbonato (pH 9,6).
As placas foram lavadas com PBS contendo 0,1% de Tween 20 (PBS-T) e bloqueadas com
2% BSA por 1 hora. Apés a lavagem com PBS-T, 100uL dos sobrenadantes da suspensdes
de fezes foram adicionados a placa e esta incubada a 37°C por 2 horas. IgG biotinilada na
concentracdo de 1ug/mL em 0,1M de tampéo bicarbonato (pH 8,2) contendo 0,01 M NaCl e
0,002M de KCI foi adicionado em cada pogo da placa lavada. A placa foi levada a incubagao
por 1hora a 37°C. Apbés lavagem com PBS-T foi adicionado 100uL, por pogo, de
streptavidina conjugado a peroxidase a diluida 1:4000 em PBS. As placas foram incubadas a
T.A. por 30min. e lavadas com PBS-T. Foi adicionado 200uL por pogo do substrato 2,2'-
azino-bis(3-ethyl-benthizoline-6-sulfonato) e 0,045% de H.O,em 0,1M de tamp&o citrato de
sodio (pH 4,2) e as placas foram deixadas a T.A. por 30min. A reagéo foi interrompida por
adicdo de 5% de SDS. As leituras foram realizadas em leitor de placa de ELISA A4i4 um.. Os
resultados foram expressos como a razao(P/N) de Ass.m NO pogo recoberto com anti-soro
hiperimune (U339) por A4 no pogo recoberto com soro pré-imune. As amostras foram
consideradas positivas quando a raz&o P/N foi maior ou igual a 2, e quando o valor P - N, foi
maior ou igual a 1,7. Estes limites foram determinados pela média obtida com fezes

negativas para rotavirus do grupo C mais 3 desvios padré&o.
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4.4. Producio de fluido infeccioso do rotavirus grupo C (RVC) (estoque viral)

Foram produzidos sobrenadantes infecciosos do RVC porcino, linhagem Cowden

(linhagem de referéncia), para a sua utilizagdo como controle positivo das reagbes de RT-
PCR. Células MA-104, que sao fibroblastos obtidos de rins embrionarios do macaco Rhesus
sp e que sdo permissivas a infeccdo in vitro pelos rotavirus (FRESHNEY, 1999) foram
previamente cultivadas em garrafas de 25 cm? ou 75 cm? contendo Meio Minimo Essencial
com sais de Earle's (MEM, Sigma™) suplementado com soro fetal bovino (SFB, GibcoBRL®),
antibiéticos e antifingico (GibcoBRL®). As garrafas foram mantidas a 37°C sob atmosfera de
5% de CO. até que se formasse uma monocamada confluente de células.
O meio contido na garrafa foi descartado, e o tapete celular foi lavado 2x com tamp&o salina
fosfato (PBS) (NaCl 150mM; KH2PO4 1,5 mM; Na:HPO420mM e KCI 27mM pH 7.2). Um mL
de fluido viral pré-existente (ndo quantificado), descongelado previamente, foi filtrado e
adicionado as células. A garrafa foi incubada durante 1 hora a 37°C em atmosfera de 5% de
CO. , para propiciar a adsor¢do das particulas virais as células. A seguir, o inoculo foi
removido e as células suplementadas com meio para infecgdo (meio MEM sem SFB e
acrescido de 10ug/ mL de tripsina) e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, até a
observacgéo, ao microscopio invertido (Coleman XDP-1), do efeito citopatico (ECP) nas
células infectadas, o qual foi monitorado a cada 24h. Quando o percentual de destruicao da
monocamada atingiu 100%, as células foram congeladas a -80°C e degeladas a 37°C por 3x,
com a finalidade de romper as membranas celulares. O fluido foi entdo congelado a -80° C
para posteriores passagens virais, o que levou ao aumento do titulo viral.

Para realizar a passagem subsequente o fluido foi descongelado e centrifugado a
4°C, 350xg por 20 min. O procedimento de infecgdo de uma nova garrafa de células foi
realizado conforme descrito anteriormente. Este procedimento foi repetido até que o fluido
apresentasse um titulo viral suficiente para produzir ECP em 100% das células no tempo
normal de um ciclo de replicagéo do rotavirus, que oscila entre 8,5 e 15 horas (ESTES et al.,
1979). Neste trabalho considerou-se o tempo maximo de 15 horas. Para os fins a que este
fluido destinou-se, ndo houve necessidade de titulagdo do fluido viral. A cultura final foi
entdo congelada a -80°C e degelada a 37° C por 3x, centrifugado a 350xg, 4°C, por 20 min e

dividido em aliquotas de 0,5 mL que foram estocadas a -80°C.
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4.5 Preparo das suspensoes de fezes

As amostras de fezes foram enviadas ao LVA em gelo seco e estocadas a -80°C. De
cada amostra foram preparados 1 ml de suspensoes fecais a 10% em tampao salina fosfato
(PBS). As suspensdes foram distribuidas em dois tubos (com 0.5mL de suspens&o) para
cada amostra, um para andlise e outro para contra-prova. As mesmas foram, entdo
estocadas a -80°C.

4.6 Isolamento do RNA viral a partir das suspensédes de fezes

4.6.1 Extragido com fenol-cloroférmio

Os RNAs virais foram extraidos de acordo com metodologia proposta por
SAMBROOK, FRITSCH, MANIATIS (1989), previamente padronizada no LVA, com
pequenas modificagbes: 500ul de suspenséo de fezes foram extraidos com igual volume de
triclorotrifluoretano (Freon 113). A minicentrifuga Eppendorf refrigerada a 4°C foi utilizada em
todos os procedimentos envolvendo a manipulagdo do RNA e os ensaios de RT-PCR. As
amostras foram vigorosamente homogeneizadas com auxilio de um aparelho Vortex e
centrifugadas a 10.000rpm por 5 min. Em seguida, a fase aquosa foi transferida para outro
tubo e foram adicionados 50pl de uma solug@o de SDS (dodecil sulfato de sodio) a 10%na
concentragéo final de 1%, e procedeu-se incubagao em BM (banho-maria) a 37°C por 30min.
As amostras foram entdo desproteinizadas com 500ul de uma mistura de fenol (saturado em
tampao Tris-HCI pH 8,0) e cloroférmio, na prorporgao 1: 1. As amostras foram vigorosamente
homogeneizadas no Vortex e centrifugadas a 10.000rpm por 5 min. Novamente, a fase
aquosa foi transferida para outro tubo limpo, acrescentada de 500ul de cloroférmio para
remover tragos de fenol, e o processo de extragdo foi repetido. O RNA obtido na fase aquosa
foi precipitado em presenca de 50l de solugdo aquosa de acetato de sddio 3 M pH 5,2 (0,3
M - concentragéo final) e de 2,5 volumes de etanol absoluto gelado. Os RNAs foram entao
estocados a -20°C.
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4.6.2 Extragdo com Trizol™

Os tubos contendo o RNA precipitado em etanol foram centrifugados a 12.000 rpm
por 20 min. O sobrenadante foi desprezado por inverséo e o sedimento formado no fundo do
tubo foi seco ao ar por 10 a 15min. O sedimento de RNA foi ressuspenso em 100 ul de agua
MilliQ autoclavada. Em seguida, 300ul de Trizol ™(solugdo monofasica de fenol e guanidina
isotiocianato) foi adicionado em cada tubo. Incubou-se por 5min & temperatura ambiente
(T.A.), segundo especificagbes do fabricante. Foram adicionados 80 pl de cloroférmio e
agitou-se vigorosamente, manualmente, por 15 s. Incubou-se 10 min. em T.A. Os tubos
foram, entdo, centrifugados a 12.000 por 15min. Em seguida, a fase aquosa foi transferida
para outro tubo e foram adicionados 200l de isopropanol. Os tubos foram agitados
manualmente por 15s e incubados por 10min em T.A.. Centrifugou-se a 8.000 rpm por
10min, o sobrenadante foi desprezado por inverséo, e adicionou-se 400 ul de etanol a 70%
gelado. Nesta etapa, os RNAs poderiam ser armazenados a -20°'C para posterior
processamento ou poderiam ser ja preparados para a reagéo de transcri¢do-reversa, como a
seqguir:

Os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm por 20min. Os sedimentos foram
ressuspensos em 50 pl de agua MilliQ autoclavada.

O fluido viral de RVC cepa Cowden, utilizado como controle positivo, foi extraido
apenas com Trizol™, utilizando-se o mesmo protocolo das amostras clinicas. Porém, o RNA
do RVC Cowden, uma vez ressuspenso em agua, foi dividido em aliquotas de 5 pl, prontas

para uso posterior nas reagdes de transcrigdo-reversa.

4.7 Ensaios de RT-PCR e nested PCR

Os protocolos utilizados, com ligeiras modificagdes, bem como, os pares de
iniciadores que foram utilizados nas reagdes, foram anteriormente descritos por
RIEPENHOFF-TALTY et al. (1996). Estes foram escolhidos por serem analogos a sequéncia
de regides conservadas do gene 5 do RVC, que é comum as linhagens porcina e humana.
As sequiéncias destes iniciadores encontram-se na tabela 3.
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Tabela 3: Sequiéncia dos iniciadores utilizados para a amplificagéo do
gene 5 do RVC através da reacédo de RT-PCR.

Iniciador Seqiiéncia (5'-3")

C1 ( sense, exteno) CTCGATGCTACTACAGAATCAG
C4 ( anti-sense, externo) GCCACATAGTTCACATTTCATCC
C2 (sense, interno) GCTAACTGGAGAAGAGACTCAG

C3 (anti-sense, interno) GGGATCATCCACGTCATGCG

NOTA: sense: sentido 5'—3'; anti-sense: sentido 3'»5'

Os iniciadores extemos, foram utilizados nas reacdes de RT e de 1" PCR. Estes
flanqueiam uma regido no gene 5 de 358 pb. Os iniciadores internos, utilizados na reacéo de
nested PCR, flanqueiam uma regido interna do segmento anterior, cujo tamanho é de 267pb.

Os controles de reacao utilizados foram: RNA extraido de fluido infeccioso Cowden,
como controle positivo; e agua, como controle negativo dos reagentes. Ambos os controles
eram tratados exatamente da mesma maneira que as amostras, e foram incluidos em todas
as baterias (um grupo de amostras processadas em conjunto) de realizagdo das reagdes de
RT e PCR (1° e 2°).

4.7.1 Trancrigao- reversa (RT) das amostras de RNA viral

Para o preparo das reacdes, os reagentes foram manipulados num ambiente fisico
diferente daquele de adicdo do RNA. A mistura de reagdo era preparada com os
componentes listados na Tabela 4. Foram adicionados todos os reagentes e imediatamente
apos a adigéo da enzima Trancriptase reversa, a mistura de reagao foi deixada em gelo até
sua utilizacao, logo a seguir.

Numa outra sala, 5,0 pl de RNA viral dupla fita purificado e solubilizado em agua era
desnaturado a 99°C em presenca de 40% de dimetilsulféxido (DMSO) num termociclador
(PTC-200 Peltier Thermal Cycler™ ou MiniCycler™, MJ Research) , entdo, imediatamente
transferido para o gelo. A mistura de reacédo previamente preparada foi adicionada sobre o
RNA desnaturado. Os tubos foram entdo homogeneizados, centrifugados rapidamente, e
recolocados no termociclador a 37° C por 1 hora.
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Tabela 4: Reagentes e concentracdes requeridos para reagéo de RT

Reagentes Concentragao final

5 X Tampé&o de RT, com 15mMde Mg~ 1 x Tamp&o, 3 mM de Mg"*

DTT (Dititreitol) 0.1 M 5mM
dNTPs 10 mM 200 uM
Iniciador C1 104 pmol/pl
Iniciador C4 89 pmol/ pl
Agua Mili Q q.s.p 30
M-MLV Reverse Transcriptase 40U
(GibcoBRL®)

Volume total 30 i

4.7.2 Primeira reagdo de PCR

Cinco microlitros do produto da transcrigdo reversa (cDNA) foi utilizado para o 1" PCR, o
qual foi realizado de duas maneiras: ou utilizando os reagentes mostrados na tabela 5, ou
utilizando uma mistura de reagentes pronta para uso, a PCR SuperMix™ (GibcoBRL®), a
qual se apresenta em frascos contendo volume suficiente para 100 reagGes, os quais devem
ser aliquotados tdo logo sejam abertos, em aliquotas de 45ul sobre as quais, séao
adicionados os iniciadores somente no momento do uso. O protocolo de amplificagéo foi o
mesmo para ambas as maneiras: 30 ciclos de 94°C por 1 min, 45°C por 2 min e 72°C por 1
min com extens3o final de 72°C por 10 min.

4.7.3 Reacgao de nested PCR

Dois microlitros do produto do 1° PCR, foram utilizados para o nested PCR. Estas reagtes
foram realizadas a semelhanca da anterior, com uma Unica diferenca: os iniciadores
utilizados foram o C2 e o C3, nas respectivas concentragdes finais 106 e 76.4 pmol/ ul. O
protocolo de amplificagéo utilizado foi também o mesmo que o anterior.
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Tabela 5: Reagentes e concentragdes requeridos para reacao de 1" PCR

Reagentes Concentracao final

Tampé&o de Taq pol. 10x conc. sem Mg 1x

dNTPs 10 mM 0.2mM
MgCl, 50 mM 1.5mM

C1 104 pmol/
ca 89 pmol/ pl
Taq Polymerase (GibcoBRL®) 25U

Agua MilliQ q.s.p. 45,04l
Volume final 45,0l

4.7.4 Analise dos produtos de PCR por eletroforese em géis de agarose ou de
poliacrilamida

Os produtos de amplificagéo génica do nested PCR foram analisados em géis de agarose
a 1,5 % ou de poliacrilamida a 10% (PAGE) (SAMBROOK et al., 1989).

Cinco microlitros de cada amostra foram misturados ao tampao de aplicagao (azul de
bromofenol 0,25% e sacarose 40% p/v em agua) e aplicados no gel. A eletroforese foi
realizada a 104 V em tampéo de corrida TBE - Tris/Borato/ EDTA (Tris-HCI 0,09M, acido
bérico 0,09M e EDTA 0,002M ). Os marcadores de tamanho molecular utilizados, a cada
conjunto de amostras, foram 100pb DNA /adder (GibcoBRL® ) ou 123 pb DNA /adder
(GibcoBRL®). Os géis foram corados com solugéo aquosa de brometo de etideo a 0,5ug/ml,
e os produtos amplificados foram visualizados através de exposicdo a luz UV em
transiluminador e fotografados com camara Polaroid. Alguns géis de PAGE foram corados
também pelo nitrato de prata [127]. O tamanho molecular esperado foi de 267 pb.

4.8 Tratamento dos produtos do nested PCR com enzimas de restricdo para analise de
PCR-RFLP

Quatro enzimas de restrigdo Alul, Bglll, Mbol e Xbal (GibcoBRL®) foram utilizadas para
digestdo dos produtos do nested PCR. Estas enzimas foram escolhidas porque elas
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produzem um padrao distinto de digestao do segmento de 267 pb do gene 5 do rotavirus do
grupo C Cowden, conforme dados previamente publicados (RIEPENHOFF-TALTY et al,
1996). Os sitios de reconhecimento das enzimas sdo mostrados na tabela 6.

As amostras a serem digeridas, necessariamente, deveriam ser positivas para rotavirus
do grupo C, e o produto amplificado de 267 pb, observado apos eletroforese, deveria ter
apresentado uma banda de forte intensidade.

Para realizar as digestdes, 8,0 ul do produto do 2° PCR das amostras, bem como do
controle positivo Cowden, foi adicionado a 2,0 pl do tampdo 10 x de cada enzima
(concentracao final 1 x), 9,0 ul de agua MilliQ e 1,0 pl de enzima (10 U), seguindo as
especificagdes do fabricante. A enzima Bgl Il foi adicionada em dobro, 20 U. Os tubos foram
incubados em B.M. a 37° C por 3 horas. Os produtos foram resolvidos por eletroforese em
gel de poliacrilamida 10%, utilizando-se 8,0ul de amostras e 2,0 pl de tampao de aplicagao.
A eletroforese foi realizada a 104 V em tampé&o de corrida TBE - Tris/Borato/ EDTA ( Tris-HCI
0,09M, acido bérico 0.09M e EDTA 0,002M ). Os marcadores de tamanho molecular
utilizados foram 100pb pb DNA Jadder (GibcoBRL®) ou 123 pb DNA /adder (GibcoBRL®).

Os géis foram corados com solugdo aquosa de brometo de etideo a 0,5 ug/ml, e os
produtos digeridos foram visualizados através de exposicdo a luz UV em transiluminador e
fotografados com camara Polaroid. O tamanho dos fragmentos foi determinado por sistema
de foto-documentagdo e anadlise de eletroforese (Electrophoresis Documentation and
Analysis System 120) Kodak Digital Science™.

Os resultados obtidos nas amostras foram comparados com 0 padrao de restricdo obtido

para o controle positivo da linhagem porcina Cowden.



48

Tabela 6: Seqiiéncias de reconhecimento e clivagem das
endonucleases Alul, Bglll, Mbol e Xbal

Enzima Seqiiéncia de reconhecimento
Alul 5'-AG { CT-3'
3-TC T GA-5'
Bglll 5'-A{ GATCT-3'
3-TCTAG T A-5'
Mbol 5- 1 GATC-3'
3-CTAG 1-5'
Xbal 5-T { CTAGA-3'
3-AGATC T T-5'
Retirado do catalogo GIBCO BRL products & reference guide
2000/2001

4.9 Analise estatistica

A associacdo entre a excregdo dos rotavirus do grupo C e a ocorréncia de diarréia
(patogenicidade) foi avaliada pelo teste do Qui-quadrado 0A).

As associagbes independentes entre as variaveis de sintomatologia em estudo e a
incidéncia de rotavirus foram estimadas. Para identificar os fatores associados com a doenca
por rotavirus do grupo C em criangas com diarréia (viruléncia) foram comparados os
sintomas de criancas com episddios de diarréia com resultados positivos e com resultados
negativos para rotavirus do grupo C por RT-PCR (gene 5). As comparagbes foram
estatisticamente avaliadas pelo teste do x°.

A comparagdo entre o nimero de amostras positivas para rotavirus do grupo C pelo
método de ELISA e pelo método do RT-PCR foi também avaliada pelo teste x2. O nivel de

significancia estatistica selecionado para todas as analises foi de 5 % («=0,05).
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4.10 Calculo do Coeficiente de ataque.

O coeficiente de incidéncia é definido como a razdo entre o N° de casos novos de uma
doenga que ocorra em uma comunidade, em um intervalo de tempo determinado, e a
populagdo exposta ao risco de adquirir referida doenga no mesmo periodo; multiplicando-se
o resultado por poténcia de 10, que é a base referencial da populagdo. Quando a taxa de
incidéncia refere-se a uma populacéo especifica ou a um grupo bem definido de pessoas,
limitadas a um periodo de tempo e localizadas em uma area restrita, esta passa a chamar-se
coeficiente de ataque (ROUQUAYROL, 1992). Para calcular o coeficiente de ataque é
necessario calcular o N° de pessoas por unidade de tempo de observagao, chamado
pessoas-ano, assim, uma pessoa que tenha sido seguida durante um ano é considerada
como tendo contribuido com uma pessoa-ano de observagdo. Como 30 pessoas foram
observadas durante 3 anos entio equivalem a 90 pessoas-ano de observagéo. O calculo do
coeficiente de ataque pode ser feito de duas maneiras:

1) Coef. Ataque=  N°de eventos na populacédo em estudo x 100

pessoa-unidade de tempo de observacao

2) Coef. Ataque = N°de pessoas afetadas na populagdo em estudo x 100

pessoa-unidade de tempo de observagéo

No primeiro caso, sdo também contabilizadas as ocorréncias que tenham atingido varias
vezes a mesma pessoa, ou seja, as re-infecgdes. No segundo caso, ficam descartados os
episodios de re-infecgdes. Neste trabalho adotou-se o segundo cdlculo. Os coeficientes de
ataque foram calculados para cada ano do estudo e o coeficiente de ataque cumulativo foi
calculado utilizando-se as incidéncias dos trés anos. A poténcia de dez referencial adotada foi
de 107 para que os resultados pudessem ser expressos em percentagem.

Observagio Importante: Como este trabalho envolve manipulagéo de amostras clinicas de pacientes, o0 mesmo deveria também
ter sido encaminhado ao Comité Interno de Bioética da UFSC. Devemos, entretanto, considerar as seguintes justificativas:1) Sao
amostras antigas (1983-1986) e estes pacientes néo encontram-se mais acessiveis para o preenchimento dos formularios de
consentimento; 2) Nesta época nao haviam sido estabelecidas as normas de Bioética humana nos projetos de pesquisa.
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5. RESULTADOS

5.1 Detecgido de rotavirus do grupo C em amostras de fezes pelo método do RT-PCR

Ap6s o duplo processo de extragdo dos RNAs virais em amostras de fezes e a etapa
subseqiiente de transcrigdo-reversa aos DNAs complementares (CDNAs), estes serviram
como moldes para as reagdes. O 1° PCR feito com os iniciadores especificos para o gene 5
do RVC, denominados C1/C4 (externos), produziu segmentos génicos amplificados de
356pb, que somente foram visiveis nas reagdes feitas com o RNA do controle positivo
Cowden. No nested PCR, os iniciadores internos C2/C3 permitram uma producdo
satisfatoria de copias do segmento génico intemo de 267 pb, tanto do controle positivo
quanto das amostras clinicas, que puderam ser visualizadas apds eletroforese e coloragao
com brometo de etideo (Fig 6).

Das 153 amostras analisadas (83 de 30 criangas, e 70 de uma mesma crianga), 95
(62,1%) foram positivas e 58 (37,9%) foram negativas para o gene 5 do RVC, detectados
pelo método do RT-PCR (Fig. 7). Das 95 amostras positivas, 18 (19%) eram diarréicas e 77
(81%) eram assintomaticas. Das 58 amostras negativas, 14 (24%) eram diarréicas e 44
(76%) eram assintomaticas. (Fig. 8). Uma das amostras analisadas (ID. N° 24002-75)
apresentou a amplificagio de 3 bandas inespecificas (479, 674 e 932pb) de intensidades
muito mais fortes do que a banda de 267 pb (Fig. 9); esta amostra foi designada como
"indeterminado”, embora a mesma tenha sido computada como negativa para calculos de
porcentagens de amostras positivas e para calculos de comparagéo de resultados entre
ELISA e RT-PCR.

A andlise estatistica, feita pelo teste de associagdo do Qui-quadrado, mostrou que
ndo ha diferenca significativa entre as amostras diarréicas positivas e diarréicas negativas
para rotavirus do grupo C, ao nivel de o = 0,05. O valor obtido de x?= 0,587 , é inferior ao
valor critico de 3,84.

Foram observados alguns casos de contaminagédo dos produtos de PCR durante a
realizacdo das reagdes de amplificagdo. Este fato originou a repeticdo de muitas baterias de
amostras, e varias providéncias foram tomadas para eliminar tal problema (mais detalhes
serdo abordados no item Discussdo). A comparagdo dos produtos do nested PCR das
mesmas amostras clinicas, processadas em dois momentos distintos, pode ser vizualizado
na figura 10 em bateria invélida (A), devido ao resultado positivo do controle negativo (linha
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12) e, em bateria com resultados definitivos (B), devido ao resultado negativo, do controle

negativo (linha 12).
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Figura 6: Produtos de amplificacéo de 1° PCR e nested PCR, utilizando iniciadores especificos ao gene
5 do rotavirus do grupo C.

Linhas 1, 100 pb ladder; 2 e 3, 1° PCR de amostras clinicas; 4, 1° PCR do Cowden com; 5, nested PCR
do Cowden; 6 e 7, nested PCR de amostras clinicas.
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Figura 7: Produtos de amplificagéo, com 267pb, do nested PCR do gene 5 do rotavirus do
grupo C, de amostras clinicas e controles. Linhas: 1, 2 e 6-9, amostras clinicas positivas;
3-5, amostras clinicas negativas; 10, controle positivo; 11, controle negativo; 13, 123 pb
ladder
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Figura 8: Distribuicdo de amostras diarréicas e assintomaticas (controle) de acordo com a
presencga de Rotavirus do grupo C (detectado por RT-PCR gene 5) em 153 amostras de
fezes de 30 criangas de Belém-do-Para, no periodo de marco de 1983 a margo de 1986.
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Linha 1:amostra 24415-79
Linha 2: amostra 24002-75
Linha 3: amostra 24018-16
Linha 4: amostra 24233-73
Linha 5: amostra 24145-53
Linha 6: amostra 24383-21
Linha 7: amostra 23997-63
Linha 9: controle positivo
Linha 10: controle negativo
Linha 11: 123pb ladder
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Figura 9: Visualizagdo de uma amostra clinica apresentando a amplificacdo de 3 bandas
inespecificas de tamanhos 479, 674 e 932pb, e outras amostras apresentando bandas especificas

de 267 pb.
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Figura 10 A e B: Comparagao dos produtos do nested PCR das mesmas amostras clinicas: linhas 1-9 (A)
e 2-10 (B); controle negativo linha 11 (A) e 12 (B) e, controle positivo, linha 10 (A) e 11 (B); 123 /adder, 12
(A) e 1(B).
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A distribuicdo anual das 83 amostras de fezes de 30 criangas, associada a positividade
para o gene 5 do RVC e o numero de criangas infectadas em Belém-do-Para, de 1983 a 1986,
pode ser visualizada na Tabela 7.

Tabela 7: Distribuicdo anual de amostras de fezes de 30 criancas, N° de
amostras positivas para o gene 5 do rotavirus do grupo C e N° de criangas
infectadas em Belém-do-Para, de 1983 a 1986.

Ano intervalo de total de amostras* criangas**

idade (meses) amostras positivas infectadas
1983 2a14 21 13 (61,9%) 10 (33%)
1984 12a26 40 29 (72,5%) 19 (63%)
1985 25a36 22 10 (45,5%) 09 (30%)

* Incluidas as reiinfegoes.
** Excluidas as reiinfecgoes

O coeficiente de ataque (CA) de criangas infectadas por RVC foi de 5 %no ano de 1983;
9% no ano de 1984, e 4% no ano de 1985. O CA cumulativo de criangas infectadas por RVC ao
final de trés anos foi de 14%. Porém, o CA de criangas que desenvolveram diarréia por RVC
em 1983 foi de 1,4%, em 1984 foi de 4,2% e em 1985 foi de 0,9%. O CA cumulativo de casos
de diarréia por RVC ao final de trés anos foi de 5%.

A associagao da variavel idade com a presenca de RVC (detectado por RT-PCR, gene
5) foi analisada em 83 amostras de 30 criangas. As amostras com resultado positivo por RT-
PCR foram divididas em grupos de faixa etaria da seguinte forma: de 0 a 6, de 7 a 12, de 13 a
24 e de 25 a 36 meses de idade. As amostras ainda foram subdivididas em diarréicas e
assintomaticas. O resultado desta analise pode ser visualizado na figura 11. Das 52 amostras
positivas para RVC, trés (6%) eram de criangas com menos de 7 meses, todas assintomaticas;
oito (15%) eram de criangas entre 7 e 12 meses, destas, duas eram diarréicas; trinta (58%)
eram de criangas entre 13 e 24 meses, 12 destas amostras eram diarréicas; e onze (21%) eram
provenientes de criangas entre 25 e 36 meses, apenas duas eram diarréicas. A analise
estatistica, pelo teste do x% demonstrou que nao houve diferenca significativa entre as
diferentes faixas etarias e a taxa de detecgéo dos rotavirus do grupo C.
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Figura 11: Frequiéncia de casos positivos para rotavirus do grupo C (detectadas por RT-PCR
gene 5) em 83 amostras de 30 criangas de Belém, distribuidas de acordo com a idade, de
margo de 1983 a margo de 1986.
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A sazonalidade do RVC na regido de Belém do Para foi analisada como a frequéncia
mensal dos casos positivos por RT-PCR gene 5, em cada um dos anos de estudo. Esta
distribuicdo pode ser visualizada nas figuras 12-15. Em todos os 12 meses que constituem um
ano, foram detectados casos de infecgdo por RVC, com uma média de detecgao anual de 1,4
casos/més/ano. No ano de 1983 (considerado de 01/03/83 até 31/03/84), a média de deteccé@o
mensal foi de 1 caso/més. No ano de 1984 (considerado de 01/04/85 até 31/03/86), a
incidéncia de casos foi maior do que nos outros anos de estudo, especialmente nos meses de
maio e outubro apresentando, respectivamente, 5 e 4 casos positivos. A média de detecgao
mensal, em 1984, de casos positivos foi de 2,4 casos/més. No ano de 1985 (considerado de
01/04/85 até 31/03/86) , a média de deteccdo mensal foi de 0,8 casos/ més. A média de

deteccéo acumulada nos trés foi de 4,3 casos/més.
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Figura 12: Frequéncia mensal dos casos positivos para Rotavirus do grupo C,
detectados por RT-PCR gene 5, de 7 de margo de 1983 a 31 de margo de 1984,
em 83 amostras de fezes de 30 criangas de Belém, PA.
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Figura 13: Frequéncia mensal dos casos positivos para Rotavirus do grupo C,
detectados por RT-PCR gene 5, de abril de 1984 a marco de 1985, em 83
amostras de fezes de 30 criangas de Belém, PA.

61



setembro
novembro

1985 diarréico 11985 assintomatico |

Figura 14: Freqiiéncia mensal dos casos positivos para Rotavirus do grupo C,
detectados por RT-PCR gene 5, de abril de 1985 a margo de 1986, em 83 amostras
de fezes de 30 criangas de Belém, PA.
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Figura 15 : Freqiiéncia mensal dos casos positivos para Rotavirus do grupo C,
detectados por RT-PCR gene 5, de margo de 1983 a margo de 1986, em 83
amostras de fezes de 30 criangas de Belém, PA.
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5.2 Comparagido entre os métodos de ELISA de captura de antigeno VP6 da linhagem
Cowden e RT-PCR para detecgdao do gene 5 do rotavirus do grupo C em amostras de
fezes.

Oitenta e trés amostras foram analisadas por ambos os métodos. O numero de amostras
positivas para RVC pelo método de ELISA foi de 72 (86,7%), enquanto que 11 amostras
(13,5%) foram negativas. Pelo método do RT-PCR, 52 amostras (62,6%) foram positivas e 31
(37,3%) foram negativas. A andlise estatistica, feita pelo teste de associagdo do x°, mostrou
que nao ha diferencga significativa entre a taxa de detec¢édo de amostras positivas e negativas
de ambos os métodos ao nivel de « = 0,05, o valor obtido de x* foi 1,602, que é inferior ao
valor critico 3,84. A comparacgao entre os dois métodos pode ser visualizada na figura 16.

NUmero de amostras

ELISA RT-PCR
gene 5

W amostras positivas @ amostras negativas

Figura 16: Comparacao dos resultados obtidos pelos métodos de ELISA captura de
antigeno VP6 e RT-PCR para gene 5 do rotavirus do grupo C, em 83 amostras de
fezes diarréicas e assintomaticas de 30 criancas de Belém, PA de 1983 a 1986.
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5.3 Correlacdo entre sintomas clinicos e a presenga do rotavirus do grupo C detectado
por RT-PCR (gene 5)

Em 29 amostras diarréicas, de 14 pacientes que possuiam prontuario médico, foram
analisados os dados de sintomatologia, tais como: nimero de evacuagbes/dia, presenca de
nauseas, vomitos, febre, anorexia, dor abdominal, indisposicdo geral, sintomas respiratérios,
outros patégenos enteréricos, e amamentacao; além da presenga de RVC detectado por RT-
PCR (gene 5). A ocorréncia global destas variaveis pode ser analisada na tabela 8. Nestas
amostras, 17 casos foram positivos por RT-PCR para RVC, gene 5. As propor¢cdes de cada
sintoma encontradas foram as seguintes (as porcentagens referem-se ao total de 29 amostras):
nauseas e vomitos foram observados em 5 casos (17%), mas nao nos outros 12 casos (41%);
a febre estava presente em 10 dos episodios (35%) e ausente em 7 (24%); dor abdominal foi
relatada em 7 casos (24%), porém 10 (35%) nao a apresentaram; anorexia foi observada em 14
dos episodios (48%) e apenas 3 (10%) dos casos ndo a apresentaram; indisposicdo geral foi
vista em 6 dos casos (21%) contra 11 (38%) sem este sintoma; e os sintomas respiratérios
apareceram na metade dos casos (8 ou 28%). O numero de evacuagdes/dia nestes casos
variou de 3 a 7 com uma média de 4,3.

Proporgées menores, porém semelhantes, foram encontradas nos 12 casos negativos
por RT-PCR (gene 5) para RVC: nauseas foram relatadas em 3 casos (10%); vomitos em 4
(14%); febre em 5 (17%); dor abdominal em 8 (28%); anorexia em 9 (31%); indisposi¢do em 1
(3%) e sintomas respiratérios em 6 (21%). O nimero de evacuagdes/dia nestes casos variou de
3 a 6 com uma média de 3,7. As analises estatisticas feitas com o teste do x* mostraram que
ndo ha associacao estatistica significante, ao nivel de a= 0,05, entre nenhum dos sintomas
estudados e a presenc¢a do RVC detectados por RT-PCR (gene 5).

Foi também avaliado, a associacdo da amamentacdo com a presenca de diarréia por
RVC. Apenas 5 (17%) criangas estavam sendo amamentadas quando ocorreram os episodios
de diarréia, destas 4 (14%) foram positivas para RVC. Entre as que nao estavam sendo
amamentadas, 12 (41%) foram positivas para rotavirus do grupo C e 11 (38%) foram negativas.
Nao foram, desta forma, encontradas associagdes significativas entre amamentacéo e presenca
de RVC.



TABELA 8: Sintomas clinicos, ocorréncia de outros enteropatégenos e resultados do RT-PCR (gene 5) observados em 29 episédios de diarréia de 14 criangas sintométicas de Belém-PA de 1983 a 1986.

ordem
nde do evac./ ID. idade dor indisposi: i estado nutricional/ RT-PCR
pacient pisodi pisodi dia amostra  (meses) gexo nausea vOmito febre abdominal anorexia ta ¢do geral resp. Qual desidratagdo gene § outros patégenos
A.lumbricoides,
G. intestinalis,
24018 1 quarto 3 57 24 M néo néo sim sim néo ND néo sim tosse ido/normal positivo _|Entamoeba coli
24006 6 primeiro 6 35 13 M sim sim sim ndo sim sim sim sim quadro gripal normal/normal positivo  |negativo
terceiro 6 38 15 néo néo sim néo néo sim néo sim tosse, dispnéi I | positivo  |negativo
quarto 6 40 15 nédo néo sim néo néo sim néo sim tosse, coriza regular/normal positivo  |Fungos em brotamento
quinto 3 52 22 néo néo néo néo néo nédo sim néo normalnormal positivo  |negativo
E.histolytica,
sexto ] 53 22 sim sim sim sim sim néo ndo sim tosse regular/normal positivo  |G.intestilanis, B.hominis
oitavo 3 64 28 nédo néo sim sim néo nédo ndo sim quadro gripal ! | positivo | G. intestinali
23997 4 quinto 4 34 13 M ndo néo néo sim néo néo néo néo [ | gati G. i inalis, EPEC
G. intestinalis,
sétimo 3 80 26 néo néo ndo sim néo ndo néo néo ! | gatiy E. histolyti
oitavo 5 67 29 néo néo néo sim ndo ndo nédo sim quadro gripal ! | gati T. i B. hominis
décimo 3 72 32 néo néo néo sim néo néo néo néo [ negativo |T. trichiurus, B. hominis
24072 1 quarto 3 46 20 E néo néo néo néo néo néo sim néo [ positivo | G. intestinalis
24175 1 primeiro 5 39 17 M sim sim sim ndo néo néo néo ndo [ positivo  |Fungos em brotamento
ungos em brotamento,
24240 2 NR 3 25 10 M ndo néo sim néo sim sim néo néo desnutrido I/ desidratado | positvo |ETECLTeS
G. intestinalis, T. trichiurus,
quarto 3 53 24 néo néo néo sim ndo néo néo néo [ | positivo | B. hominis, C.mesnili
24383 3 NR 6 21 6 M sim sim sim néo sim néo sim sim oftite extena 1/ | gati gati
quarto 3 28 10 néo sim sim néo ndo néo néo sim quadro gripal gati gati
quinto 3 52 23 néo néo néo néo néo néo néo néo [ | gati Fungos em brotamento
24415 2 primeiro 7 41 17 M sim sim sim sim néo néo néo néo normalnormal positivo  |negativo
terceiro 5 76 34 sim sim néo sim néo néo néo néo | positivo _|A.lumbricoid
24168 1 sexto 3 34 13 F néo néo néo néo néo néo sim sim quadro gripal [ | positivo | G. intestinalis
A. lumbricoides,
24145 2 sétimo 3 53 26 k néo néo sim sim néo néo néo sim quadro gripal |1 | gati T. trichi
A. lumbricoides,
oitavo 3 62 30 néo néo néo sim ndo néo néo sim quadro gripal [ | gati T. trichi G. i fi
24141 2 quinto 3 27 9 M néo néo sim néo néo néo sim sim coriza, tosse, etc normal/normal positivo  |E. nana
décimo 4 57 24 nédo néo néo néo néo néo sim néo [ | positivo |E.nana
A. lumbricoides ,
24043 2 sexto 3 29 1 M sim sim néo sim sim ndo néo sim quadro gripal | gati Fungos em brotamento
oitavo 4 44 18 néo néo néo sim ndo néo néo néo positivo _|G. intestinali
24099 1 sétimo 4 49 22 F sim sim sim sim néo néo néo néo [ | gati G. i inali
23952 1 primeiro 4 26 10 B ndo néo sim ndo sim sim choro ctte néo ! | gatiy i

NOTA: NR = N&o relatado
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As porcentagens referentes a presenca de cada patégeno individual encontrados nas 29

fezes diarréicas pode ser visualisada na tabela 9:

TABELA 9: Frequéncia de patégenos entéricos e concomitancia com a presenca
de RVC, em 29 amostras sintomaticas de 14 criancas de Belém, de margo 1983 a

margo 1986.
Patégeno % de pctes. N° de amostras
entérico diarréicos comRVC e
(N° absoluto) outro patégeno
entérico
Rotavirus grupo C* 59% (17) -
E.coli EPEC** 3% (1) 0
E.coliLT ETEC** 3% (1) 1
Fungos em brotamento 17% (5) 3
Ascaris lumbricoides 21% (6) 2
Trichuris trichiura 14% (4) 1
Endolimax nana 7% (2) 2
Blastocystis hominis 14% (4) 2
Chilomastix mesnili 3% (1) 1
Entamoeba coli 3% (1) 1
Entamoeba histolytica 7% (2) 1
Giardia intestinalis*** 38% (11) T

* Detectados por RT-PCR para gene 5

** Categorias de E. coli: EPEC, enteropatogénica; ETEC -LT, enterotoxigénica
expressando toxina termo-labil e toxina termo-estavel

*** Embora a nomenclatura comum para esta espécie seja G. lamblia, foram mantidas as
nomenclaturas usadas nos prontuérios médicos

Nas 29 amostras diarréicas, o RVC foi detectado em 17 amostras (59%); E. coli EPEC e
ETEC LT, Chilomastix mesnili e Entamoeba coli foram encontrados em 1 amostra cada (3%);
fungos em brotamento foram recuperados em 5 amostras (17%); Ascaris lumbricoides foram
observados em 6 amostras (21%); Trichuris trichiura e Blastocystis hominis estavam presentes
em 4 amostras (14%); Endolimax nana e Etamoeba histolytica em 2 amostras (7%) e Giardia
intestinalis em 11 amostras (38%). A presenga concomitante do RVC foi encontrada nas
amostras com E. coli ETEC LT, Chilomastix mesnili, Entamoeba coli e Endolimax nana; em 3
amostras das 5 com fungos em brotamento; em 2 amostras das 6 com Ascaris lumbricoides; em
1 amostra das 4 com Trichuris trichiura; em 2 amostras das 4 com Blastocystis hominis, em 1

amostra das 2 com Etamoeba histolytica e em 7 amostras das 11 com Giardia intestinalis.
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Somente em 4 das 17 amostras positivas para RVC nao havia outros patégenos enteréricos
associados (Tabela 9).

5.4 Determinacdo do perfil de excre¢do do rotavirus do grupo C e o comportamento do
hospedeiro em 76 amostras de fezes de um mesmo paciente

Setenta e seis amostras, coletadas quinzenalmente e nos dias de presenca de diarréia
desde o nascimento até os trés anos de idade do paciente ID N° 24006, foram analisadas por
RT-PCR (gene 5). Apenas 9 amostras eram diarréicas, das quais, 6 tiveram seus
correspondentes sintomas clinicos analisados anteriormente, em conjunto com as outras 23
amostras diarréicas de outras 13 criancas. O perfil de eliminagdo do RVC nas fezes desta
crianga pode ser observado nas figura 17.
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Figura 17: Acompanhamento mensal da presenca de rotavirus do grupo C, detectados pelo
método do RT-PCR (gene 5), em 76 amostras de fezes da crianca ID N°24006, de Belém-do-
Para, de janeiro de 1983 a janeiro de 1986.

A presenca do RVC nas fezes da crianga ID N°24006 foi caracterizada desde o primeiro
més de vida, em janeiro de 1983, e permaneceu até inicio de abril do mesmo ano. No final do
més de abril houve uma supressao da eliminagao dos virus, mas a mesma voltou a elimina-los
nos meses de maio e junho. Em julho e inicio de agosto de 1983, o RVC néo foi detectado nas
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fezes desta crianga, embora as infecgbes tenham reiniciado na metade do més de agosto e
permanecido até outubro. No inicio do més de novembro, o resultado do RT-PCR foi negativo
para RVC, mas nas amostras coletadas no meio e no final do mesmo més, o resultado foi
positivo. O mesmo fato ocorreu no més de dezembro de 1983. Desde entdo, as amostras
permaneceram positivas até o més de margo de 84. Durante todo este periodo, as infecgdes
foram assintomaticas até que ocorreu o primeiro episédio de diarréia no inicio do més de margo
de 84, quando a crianga estava, entdo, no ultimo dia de seus 13 meses de idade (amostra ID
35). Neste episddio a crianga apresentou nauseas, vomitos, febre, indisposi¢io geral, anorexia
e sintomas respiratérios (quadro gripal) e o nimero médio de evacuagdes/dia foi 6; ela ainda
estava sendo amamentada e ndo apresentou nenhum outro patégeno enterérico. No final do
mesmo més, o paciente teve outro episdédio de diarréia e a detecgdo do RVC foi também
positiva, porém, inafortunadamente, o prontuario médico referente a este episédio ndo se
encontrava disponivel.

No inicio do més de abril de 1984 ocorreu o terceiro episédio de diarréia. Desta vez, os
Gnicos sintomas presentes, além da diarréia com 6 evacuacées/dia, foram febre e desconforto
respiratorio (tosse e dispnéia). O paciente estava entdo com 15 meses de idade, e estava ainda
sendo amamentado, porém seu estado nutricional foi classificado como regular. O exame das
fezes apresentou apenas RVC. Ao final do més de abril, uma amostra coletada foi negativa
para rotavirus C; porém, cinco dias depois, ocorreu o quarto episédio de diarréia. Os sintomas
presentes foram febre e sintomas respiratérios (tosse e coriza) além de 6 evacuagbes/dia. O
estado nutricional permaneceu regular e o exame das fezes mostrou presenca RVC e de
fungos em brotamento.

O més de maio de 1984 iniciou com amostra negativa, mas a amostra coletada ao final
deste més apresentou-se positiva e assim permaneceram as amostras do més de junho. Em
julho de 1984 ocorreu um episodio de diarréia; porém, desta vez o resultado do RT-PCR foi
negativo para rotavirus do grupo C; o prontuario médico referente a este episédio ndo encontra-
se disponivel e, além disso, este deveria ter sido o quinto episédio de diarréia, porém os
registros médicos consideram o quinto episédio aquele ocorrido somente em novembro do
mesmo ano.

Em agosto de 1984, as amostras foram positivas e assintomaticas. Em setembro de
1984 a eliminagédo de RVC cessou, mas reiniciou em outubro e assim permaneceu até inicio de
dezembro de 1984. Neste periodo, no més de novembro de 1984, ocorreram dois episodios de
diarréia; as fezes coletadas do quinto e do sexto episddio tém 17 dias de diferenca, a crianga
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estava com 22 meses de idade e ja ndo era mais amamentada. O quinto episddio (segundo
registro médico, mas sexto segundo a seqiiéncia logica) foi caracterizado apenas pela diarréia
3 vezes ao dia e por indisposi¢do geral. O sexto episédio (sexto segundo o registro médico,
sétimo segundo a seqiiéncia légica) ja apresentou sintomas como nauseas, vomitos, febre, dor
abdominal, anorexia, 6 evacuagdes diarias e sintomas respiratorios (tosse). O estado nutricional
foi classificado como regular e, embora os rotavirus do grupo C estivessem presentes, foram
também detectados Etamoeba histolytica, Giardia intestinalis e Blastocystis hominis nas fezes
ID 53.

A amostra coletada no final de dezembro de 1984 apresentou resultado negativo. Em
janeiro de 1985, mais dois casos de infecgao assintomatica foram registrados. De fevereiro a
abril deste ano nado foi encontrado RVC nas amostras coletadas, embora em marco tenha
ocorrido um episédio de diarréia (segundo a sequéncia légica era o oitavo) , este também néo
possui prontuario disponivel.

Em maio de 1985 ocorreu o tltimo episddio de diarréia (oitavo segundo registro médico,
nono segundo a seqiiéncia légica) durante o periodo que compreendeu o estudo. Este
apresentou resultado positivo para RVC, com febre, dor abdominal, 3 evacuagdes por dia e
sintomas respiratérios (quadro gripal), além da presenca de Giardia intestinalis nas fezes. As
amostras permaneceram positivas, porém assintomaticas, até inicio de junho de 1985. No final
deste més até o inicio do més de outubro, as amostras coletadas mostraram resultados
negativos, com excegdo de uma no més de julho. Do final do més de outubro até novembro de
1985 ocorreram, mais casos de amostras positivas e assintomaticas. As ultimas amostras
coletadas, em dezembro de 1985 e inicio de janeiro de 1986, quando a crianga completou trés
anos de idade, apresentaram resultados negativos para o RVC.
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5.5 Analises de RFLP

Foram escolhidos os produtos amplificados do nested PCR, para o gene 5 do RVC, de
16 amostras positivas (provenientes do grupo de 83 amostras de 30 criangas), de uma
indeterminada e do controle positivo Cowden para serem digeridos com quatro enzimas de
restricdo: Alul, Bglll, Mbol e Xbal (GibcoBRL®). Estas amostras estavam divididas em grupos
segundo as variaveis: idade (de 0 a 12 meses; de 13 a 24 meses; de 25 a 36 meses), tipo
(diarréico; assintomatico) e estagdo do ano (primavera, verdo, outono, e inverno). De cada
categoria foram escolhidas, aleatoriamente, 2 amostras para serem digeridas. Os resultados
das digestdes com as diferentes enzimas podem ser visualizados nas figuras 18 a 21.

A digestdo do produto de 267pb do nested PCR do controle positivo Cowden com a
enzima Mbo | produziu 2 segmentos de restricdo de tamanho 104 e 162 pb, iniciando no
nucleotideo 1216, conforme a literatura (RIPENHOFF-TALTY et al., 1996). Entre as 16
amostras clinicas analisadas, 14 apresentaram o mesmo perfil de restricdo que o controle
positivo Cowden (Fig.18 A e B). Duas amostras (ID. N° 24233-73 e 24002-75) apresentaram 3
sitios de reconhecimento da enzima, produzindo fragmentos com 104, 162 e 191pb (linha 1 fig.
18 B) e com 119, 153 e 175pb (linha 9 fig. 18 A). Esta dltima amostra apresentou, ainda,
diversas outras bandas de digest&o parcial, de menor intensidade e de tamanhos variados.

Apos a digestdo com a enzima Xba |, o produto de 267pb do nested PCR do controle
positivo Cowden produziu segmentos de restricdo de 112 e 155pb. Das 16 amostras clinicas,
14 apresentaram o mesmo perfil de restricdo que o controle Cowden (Fig. 19 A e B). Duas
amostras (ID. N° 24233-73 e 24002-75) apresentaram os seguintes perfis: fragmentos com 112,
155 e 187pb (linha 1 fig. 19 B) e fragmentos com 227 e 392pb (linha 9 fig. 19 A).

O perfil encontrado para o controle Cowden, apés digestdo com Alu |, foi de 2
fragmentos com 109 e 127pb cada, conforme relato prévio na literatura (RIPENHOFF-TALTY et
al., 1996). Das 17 amostras analisadas, 14 apresentaram perfis idénticos ao do controle (Fig. 20
A e B). Trés amostras apresentaram diferencas nos perfis de restricdo: a amostra N°® 24233-73
apresentou fragmentos de 155, 127 e 109pb (linha 2, fig.20 B); a amostra 24002-75 apresentou
fragmentos de 168, 123 e 94pb (linha 9 fig.20 A) e a amostra 23996-60 apresentou fragmentos
de 163, 127 e 109pb (linha 10, fig.20 A) .

Nas digestées com a Bgl Il foram observadas, tanto no controle quanto nas amostras,
diversas bandas de digestdo parcial, de intensidades semelhantes as daquelas de tamanho 104
e 162pb as quais eram esperadas , segundo a literatura (RIPENHOFF-TALTY et al., 1996). No
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controle, e em 15 das 16 amostras analisadas, as bandas de digestdo aparentemente mais
marcantes (referentes aos 4 fragmentos de menor tamanho) apresentaram 524, 456, 162 e
104pb (Fig. 21 A e B). A amostra N° 24233-73 apresentou, ainda, dois fragmentos a mais, de
igual intensidade que os demais, de 567 e 202 pb (Linha 2, figura 21 B) .

Foi também realizada digestdo com a enzima Xba |, dos produtos do nested PCR de 21
amostras da crianca N°24006, classificadas segundo a distribuicdo mensal. Uma amostra
positiva de cada més foi escolhida para a digestdo. Os perfis de restricdo das amostras foram
comparados com o perfil obtido para o controle Cowden, consistindo de dois fragmentos com
112 e 155pb cada. Os perfis das amostras de todos os meses analisados foram iguais aos do
controle Cowden (Fig. 22 A e B).
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12 3 456 7 8 910111213 14 Linha 1: 123 pb ladder

Linha 2: controle positivo Cowden

Linha 3: amostra 24383-47 (primavera)

Linha 4: amostra 23943-75 (primavera)

Linha 5: amostra 23997-42 (assintomatica)

Linha 6: amostra 24080-27 (assintomatica)

Linha 7: amostras 24415-76 (diarréica)

Linha 8: amostra 24018-57 (diarréica)

Linha 9: amostra 24002-75 (25 a 36 meses)

A Linha 10: amostra 23996-60 (25 a 36 meses)
(pb) Linha 11 : amostra 24072-46 (13 a 24 meses)

Linha 12: amostra 23996-41 (13 a 24 meses)

Linha 13: amostra 24145-29 (0 a 12 meses)

Linha 14: amostra 23996-25 (0 a 12 meses)

Linha 1: amostra 24233-73 (verao)
Linha 2: amostra 23966-11 (outono)
Linha 3 : amostra 23996-62 (outono)
Linha 4: amostra 24380-36 (inverno)
Linha §: controle positivo Cowden
Linha 6: 123 pb ladder

Figuras 18 A e B: Perfis de restricdo obtidos com a enzima Mbo |, no controle positivo Cowden, em 16
amostras positivas para o gene 5 do rotavirus do grupo C, e em 1 amostra com resultado indeterminado
por RT-PCR, coletadas de 30 criangas de Belém, durante margo de 1983 a margo de1986; divididas
conforme as categorias dos grupos de variaveis: idade, tipo de fezes e estagéo do ano.
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Linha 1: 123 pb ladder

Linha 2: controle positivo Cowden

Linha 3: amostra 24383-47 (primavera)
Linha 4: amostra 23943-75 (primavera)
Linha 6: amostra 23997-42 (assintomatica)
Linha 6: amostra 24080-27 (assintomatica)
Linha 7: amostras 24415-76 (diarréica)

Linha 8: amostra 24018-57 (diarréica)

Linha 9: amostra 24002-75 (25 a 36 meses)
Linha 10: amostra 23996-60 (25 a 36 meses)
Linha 11 : amostra 24072-46 (13 a 24 meses)
Linha 12: amostra 23996-41 (13 a 24 meses)
Linha 13: amostra 24145-29 (0 a 12 meses)
Linha 14: amostra 23996-25 (0 a 12 meses)

Linha 1: amostra 24233-73 (verao)
Linha 2: amostra 23966-11 (outono)
Linha 3 : amostra 23996-62 (outono)
Linha 4: amostra 24380-36 (inverno)
Linha 5: amostra 24018-46 (inverno)
Linha 6: controle positivo Cowden
Linha 7: 123 pb ladder

Figuras 19 A e B: Perfis de restricdo obtidos com a enzima Xba I, no controle positivo Cowden, em 16
amostras positivas para o gene 5 do rotavirus do grupo C, e em 1 amostra com resultado indeterminado
por RT-PCR, coletadas de 30 criangas de Belém, durante margo de 1983 a margo de1986;divididas
conforme as categorias dos grupos de variaveis: idade, tipo de fezes e estacdo do ano.
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Linha 1: 123 pb ladder

Linha 2: controle positivo Cowden

Linha 3: amostra 24383-47 (primavera)
Linha 4: amostra 23943-75 (primavera)
Linha 6: amostra 23997-42 (assintomética)
Linha 6: amostra 24080-27 (assintomatica)
Linha 7: amostras 24415-76 (diarréica)

Linha 8: amostra 24018-57 (diarréica)

Linha 9: amostra 24002-75 (25 a 36 meses)
Linha 10: amostra 23996-60 (25 a 36 meses)
Linha 11 : amostra 24072-46 (13 a 24 meses)
Linha 12; amostra 23996-41 (13 a 24 meses)
Linha 13: amostra 24145-29 (0 a 12 meses)
Linha 14: amostra 23996-25 (0 a 12 meses)

Linha 1: 123 pb ladder

Linha 2: amostra 24233-73 (verao)
Linha 3: amostra 23966-11 (outono)
Linha 4 : amostra 23996-62 (outono)
Linha 6: amostra 24380-36 (inverno)
Linha 6: amostra 24018-46 (inverno)
Linha 7: controle positivo Cowden

Figuras 20 A e B: Perfis de restricdo obtidos com a enzima Alu |, no controle positivo Cowden, em 16 amostras
positivas para o gene 5 do rotavirus do grupo C, € em 1 amostra com resultado indeterminado por RT-PCR;
coletadas de 30 criangas de Belém, durante margo de 1983 a margo de1986; divididas conforme as categorias

dos arupos de varidveis: idade. tino de fezes e estacio do ano.
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Linha 1: 123 pb ladder

Linha 2: controle positivo Cowden

Linha 3: amostra 23943-75 (primavera)
Linha 4: amostra 23997-42 (assintomatica)
Linha 6: amostra 24080-27 (assintomatica)
Linha 6: amostra 24415-76 (diarréica)

Linha 7: amostra 24018-57 (diarréica)

Linha 8: amostra 24002-75 (25 a 36 meses)
Linha 9: amostra 23996-60 (25 a 36 meses)
Linha 10: amostra 24072-46 (13 a 24 meses)
Linha 11: amostra 23996-41 (13 a 24 meses)
Linha 12: amostra 24145-29 (0 a 12 meses)
(pb) Linha 13: amostra 23996-25 (0 a 12 meses)
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Linha 1: 123 pb ladder

Linha 2: amostra 24233-73 (verao)
Linha 3: amostra 23966-11 (outono)
Linha 4 : amostra 23996-62 (outono)
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369 Linha 7: controle positivo Cowden

—_— 202

246

162
123 —— 104

B (pb)

Figuras 21 A e B: Perfis de restricdo obtidos com a enzima Bgl Il no controle positivo Cowden, em 16 amostras
positivas para o gene 5 do rotavirus do grupo C, e em 1 amostra com resultado indeterminado por RT-PCR,
coletadas de 30 criancas de Belém, durante margco de 1983 a margo de1986; divididas conforme as categorias
dos grupos de variaveis: idade, tipo de fezes e estagdo do ano.
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Linha 1: 100 pb ladder

Linha 2: amostra ID 02; Jan. 83
Linha 3: amostra ID 10; Fev. 83
Linha 4: amostra ID 12; Mar. 83
Linha §: amostra ID 14; Abr. 83
Linha 6: amostra ID 17; Mai. 83
Linha 7: amostra ID 19; Jun. 83
Linha 8: amostra ID 23; Ago. 83
Linha 9: amostra ID 25; Set. 83
112 Linha 10: amostra ID 29; Nov. 83
Linha 11: amostra ID 31; Dez. 83
Linha 12: amostra ID 33; Jan. 84
Linha 13: controle positivo Cowden
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Linha 1: 100 pb ladder

Linha 2: amostra ID 37; Mar. 84
Linha 3: amostra ID 40; Abr. 84
Linha 4: amostra ID 44; Jun. 84
Linha 5: amostra ID 48; Ago. 84
Linha 6: amostra ID 51; Out. 84
Linha 7: amostra ID 54; Dez.84
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i Nl G Nd bt ol i N Vet i 112 Linha 8: amostra ID 66; Jun. 85
Linha 10: amostra ID 75; Out. 85
Linha 11: amostra ID 77; Nov. 85
Linha 12: controle positivo Cowden
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Figuras 22 A e B: Perfis de restri¢do obtidos com a enzima Xba | no controle positivo Cowden e em 21 amostras
positivas por RT-PCR para o gene 5 do rotavirus do grupo C, da crianga N°24006 de Belém, segundo 0 més e
ano da coleta.
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6. DISCUSSAO

Estudos prévios de detecgdo de rotavirus, realizados na regido de Belém do Para,
haviam relatado a incidéncia de rotavirus do grupo A (RVA), em criangas da comunidade
(LINHARES et al, 1989; MASCARENHAS et al, 1998) e em crian¢as hospitalizadas
(LINHARES et al., 1983; MASCARENHAS et al., 1999), e a incidéncia de rotavirus do grupo C
causando episédios esporadicos de diarréia em duas criangas (GABBAY et al., 1989) e
causando surtos de diarréia em creches de criangas carentes (GABBAY et al., 1999). Surtos de
gastroenterites associadas aos RVC foram descritos em todo o mundo (OISHI et al., 1993,
CHEN et al., 1988; PENARANDA et al., 1989; SOUZA et al., 1998). Porém, estudos prévios de
soroprevaléncia (ISHIMARU et al., 1991; JAMES et al., 1997; NILSSON et al., 2000a) sugerem
que a exposicdo de humanos ao RVC é maior do que aquela baseada nas taxas de deteccao
dos mesmos. Além disso, a grande maioria dos estudos envolve criangas com mais de 5 anos
de idade ou adultos (GABBAY et al., 1999). Contudo, o RVC foi também associado a infecges
em lactentes (PENARANDA et al., 1989; CAUL et al., 1990; JIANG et al., 1995).

O presente trabalho objetivou investigar a incidéncia endémica, num periodo de trés
anos, e o periodo pré-patogénico da Historia Natural do RVC, em criangas menores de 3 anos
de idade numa comunidade de Belém do Para. Isto, através da deteccdo por RT-PCR e
comparagdo com resultados de ELISA previamente obtidos, do RVC nas fezes coletadas de
criancas regularmente acompanhadas, durante a vigéncia de um estudo longitudinal
prospectivo. Paralelamente, procurou-se evidenciar, através da analise de PCR-RFLP, a
existéncia de diferencas gendmicas entre as cepas do RVC presentes nestas amostras. No
primeiro momento, serdo discutidos os resultados obtidos com os ensaios de RT-PCR, a
comparagdo com os resultados de ELISA, e os resultados da analise dos dados clinicos nos
casos sintomaticos de infeccdo por RVC. Em seguida, serdo discutidos os resultados obtidos
pela utilizagdo da técnica de PCR-RFLP. |
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6.1 Ensaios envolvendo a técnica de RT-PCR.

A técnica do RT-PCR, capaz de detectar acido nuciéico viral presente em amostras
clinicas, é particularmente Util para detecgao de virus que ndo possam ser cultivados in vitro,
como é o caso dos RVC.

O procedimento usado para preparar o RNA viral das fezes envolve desproteinizagao
com fenol-cloroférmio e precipitagdo em etanol, que é o método normalmente utilizado para
preparar RNA genoémico de rotavirus para analises eletroforéticas em PAGE (GOUVEA et al.,
1991). Este tratamento, contudo, ndo é suficiente para eliminar substancias presentes em
materiais biologicos, tais como as fezes, que podem inibir reagdes enzimaticas subsequentes
envolvendo as enzimas trascriptase reversa e Taq polimerase. A remocéo destes inibidores &
importante e inimeras técnicas foram descritas (XU et al., 1990; WILDE et al., 1990; GOUVEA
et al., 1991). No presente trabalho, a extracdo dos RNAs dupla fita do RVC foi realizada,
inicialmente, com triclorotrifluoretano (Freon 113) para remocgdo de muco e lipideos das fezes e,
posteriormente, através de duas metodologias seqienciais: extragdo com fenol-cloroférmio, e
uma segunda etapa de extragdo do RNA, utilizando um produto comercial da Gibco BRL, o
Trizol™. Apesar disso, os produtos das reacdes de primeiro PCR, a partir de cDNAs transcritos
dos RNAs de amostras clinicas, nao foram visiveis em gel de eletroforese corado, ao contrario
dos produtos gerados a partir de RNA de fluido viral ( controle Cowden) que puderam ser
visualizados (Figura 6). Isto leva a crer que, possivelmente, o duplo processo de extracdo dos
RNAs néo foi capaz de eliminar completamente 0s inibidores, e os produtos gerados em 1°PCR
estavam em quantidades inferiores as minimas requeridas para visualizagcao em gel apos
eletroforese. Assim, uma etapa de amplificacéo posterior (nested PCR) foi necessaria para
permitir a diluigdo dos inibidores ainda presentes no meio reacional, e também para aumentar a
sensibilidade do método (GOUVEA et al., 1991), com 0 aumento do numero de codpias do
mesmo segmento génico, compreendido entre as regides de anelamento do par de iniciadores
C2/C3, conforme observado na Fig. 7. Tendo em vista que, todo o procedimento de extragcao
(com excegao de algumas amostras para as quais foi necessario repetir as extragoes utilizando
as suspensoes fecais reservas — contra-prova) foi realizado anterior a realizagéo das reacgoes
de amplificagio, nao foi possivel testar se somente a reacdo de nested PCR seria eficaz na
deteccédo do RVC, sem a prévia realizacio da segunda etapa de extracdo dos RNAs virais. O
RNA do fluido viral do controle Cowden foi extraido, tanto pelo processo de dupla extracdo
quanto somente pelo Trizol™, e em ambas as situacdes apresentou-se visivel apos

amplificacio nested, porém, como 0 RNA extraido deste material provém de uma cultura celular
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livre de inibidores, este ndo oferece parametros para avaliar alguma irrelevancia da segunda
extracao realizada com Trizol™.

O problema mais sério encontrado na realizagdo do PCR é a contaminagdo de
reagentes ou de amostras, com DNA previamente amplificado (KWOK E HIGUCHI, 1989;
CIMINO et al., 1990; SARKAR E SOMMER, 1991; ZHU et al., 1991; PRINCE E ANDRUS,
1992: RYS E PERSING, 1993; VISCIDI et al., 1993; RITZLER et al., 1999), causando erros
sistematicos, ou ainda, a contaminagio individual de recipientes de reacdes, durante os
procedimentos preparativos, levando a resultados falso-positivos, esporadicos (CIMINO et al.,
1990).

Durante o trabalho inicial de realizacio das reagdes de PCR, ocorreram alguns casos
de controle negativo com resultado positivo (Fig. 10). Por esta razdo, uma série de
investigacdes foram iniciadas, com o propdsito de eliminar as possiveis causas da
contaminagdo e de evitar futuros problemas, objetivando eliminar a possibilidade de gerar
resultados falso-positivos. Isto originou uma seqiiéncia de procedimentos de precaucéo e de
testes de comprovagao de hipéteses relacionadas aos possiveis contaminantes, que tiveram
que ser realizadas anteriormente ao processamento das outras amostras que ainda néo haviam
sido testadas. A constatacdo da eficacia dos procedimentos adotados na eliminagcao dos
contaminantes foi feita através da comprovagéo de resultado negativo para o controle negativo
em baterias feitas exclusivamente com os controles. Apos a realizagdo dos testes de
investigacdo e da adogdo de novos procedimentos, as amostras anteriormente processadas,
que apresentaram resultado positivo pela técnica do RT-PCR, foram novamente testadas, até
que pudessem ser resolvidas em baterias cujos controles estivessem adequados (BOBO et al.,
1997). Originando uma série de exaustivas repeticdes.

A seqiiéncia de procedimentos e de testes ocorreram conforme explicado abaixo:

1) As primeiras baterias em que o controle negativo apresentou resuitado
positivo, tinham também amostras com resultados negativos. Estas amostras, a prior,
descartaram a possibilidade de reativos contaminados, pois se fosse o caso, todas as amostras
apresentariam resultados positivos. Assim, as micropipetas, que eram utilizadas nas etapas de
transferéncia de material genético, foram autoclavadas, a 121°C, por 20 min. Como o controle
negativo, realizado posteriormente a este procedimento, permaneceu positivo e, de fato, uma
unica molécula de acido nucléico é prontamente amplificavel e também quimicamente resistente
as temperaturas de autoclavagéo (CIMINO et al., 1990), as bancadas onde eram preparadas as
reagOes passaram a ser limpas com uma solugdo de hipoclorito 2.500 ppm a qual, segundo a
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literatura (OJEH et al., 1995) é capaz de destruir completamente tanto a infectividade viral
quanto o RNA amplificavel por PCR dos rotavirus. As micropipetas com dispositivo de ar, como
as que foram utilizadas para realizar este trabalho, correm o risco de serem contaminadas com
a entrada de aerossois ou liquidos no seu interior, levando a contaminagcdo de amostras
pipetadas subseqiientemente (KOLARI et al, 1999). Sendo assim as ponteiras com filtros, os
quais funcionam como barreiras fisicas de protecdo ao efeito aerossol, passaram a ser
utilizadas nas etapas das reagdes onde o material. genético estava presente.

2). A principio, o resultado do controle negativo observado no teste posterior
apresentou-se negativo. Assim, foram realizadas baterias subsequentes de repeticado de
amostras anteriormente positivas. Nestas baterias, os resultados dos controles encontravam-se
adequados. Porém, posteriormente, o controle negativo voltou a apresentar resultado positivo
mas, desta vez, todas as amostras também.

3) Em vista disto, a hip6tese de que algum dos reativos tivesse sido
contaminado, a despeito dos cuidados tomados em relagdo a aliquotagem de reativos e de
.manuseio minimo dos frascos de reativos e amostras, ndo mais poderia ser descartada. A
davida inicial era saber em qual das etapas o DNA contaminante estava presente. Inicialménte
suprimiu-se a etapa de transcricao reversa, realizando-se diretamente o PCR. O resultado foi
- positivo e, entao, o reativo contaminado fazia parte dos componentes das reagoes de PCR. As
aliquotas em uso de iniciadores foram testadas, utilizando-se aliquotas completamente novas
dos demais reativos. Os testes mostraram que o par C1/C4 foi capaz de produzir resuitado
positivo para uma amostra de agua enquanto que o que o par C2/C3 nao. Aqueles fofam
substituidos por novas aliquotas preparadas a partir de solugdo mae estoque. Uma outra
questao que foi levantada em vista daqueles resultados, foi a possibilidade de estarem
ocorrendo reagdes inespecificas com os iniciadores utilizados. Para resolver esta questao, foi
realizado um pool de controles positivos, € um pool de controles negativos falso-positivos e
ambos foram digeridos com endonucleases, para as quais esperava-se observar sitios de
reconhecimento especifico no pool de controle positivo; se 0 segmento génico presente no poo/
de controles negativos fosse produto de reacdo inespecifica, ndo haveriam sitios de
reconhecimento, ou se houvessem, nao teriam o mesmo tamanho que aqueles obtidos do
Cowden (controle positivo). O perfil observado em ambos os pools foi idéntico, descartando a
possibilidade de estar ocorrendo reagdes inespecificas com os iniciadores utilizados.

4) Paralelamente a troca de aliquotas de C1/C4, para eliminar possiveis fontes
de contaminacao, a centrifuga e as caixas de isopor onde os tubos eram acondicionados
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durante o preparo das reagdes, foram limpas com solugdo de hipoclorito 2.500 ppm, o material
amplificado passou a ser guardado em locais distintos dos congeladores onde estavam
armazenados os reativos, e as ponteiras com filtros passaram a ser usadas também no preparo
da mistura de reacao.

5) Embora apés estes procedimentos, algumas baterias tenham sido realizadas
com os controles mostrando resultados adequados, o problema reapareceu. Testes de reativos
foram realizados, trocando-se as aliquotas por outras recém preparadas e usando novas
enzimas M-MLV RT e Taq Polimerase. Além disso, por haver duvida se as ponteiras com filtros
eram eficazes quando usadas em uma pipeta (supostamente) previamente contaminada, uma
micropipeta nova passou a ser usada para as transferéncias de material genético, e as demais
micropipetas passaram por um processo de descontaminag¢ido, que consiste na imerséao das
partes inferiores das mesmas em tampao glicina HCI, pH 2,0 levadas a ebulicdo por 20 min,
conforme procedimento recomendado pelo Suporte Técnico do fabricante Eppendorf ®.

O conjunto de medidas adotado foi eficaz quanto a eliminagdo do DNA contaminante
(DNA carry-over), de modo que as demais amostras puderam ser processadas com seguranca.
Entdo, os resultados obtidos com as amostras clinicas foram considerados definitivos somente
quando o controle negativo, realizado em todas as re_agées, apresentou-se negativo. Ainda
assim, tomou-se o cuidado de afirmar, em caso de amostras positivas, que as mesmas assim o
s&o para o gene 5 do rotavirus do grupo C, o qual foi detectado com a utilizag&o dos iniciadores
selecionados para este estudo. As mesmas amostras deveriam, contudo, ter sido testadas para
outro gene do rotavirus do grupo C, para uma adicional confirmag¢do da positividade por
RT-PCR. Entretanto, os resultados obtidos para o gene 5 do RVC, puderam ser comprovados
com a metodologia de ELISA, anteriormente realizada.

6.2 Analises de patogenicidade, incidéncia, distribuicio temporal e sazonalidade dos
RVC, na regido de Belém do Para

O teste do Qui-quadrado foi selecionado para realizar as analises estatisticas deste
trabalho, porque os resultados obtidos sdo de natureza qualitativa, e tais dados n&do séao
mensurados numericamente, mas sim, indicam certas qualidades, ou atributos, de tal forma que
pode-se alocar cada elemento numa categoria pré-estabelecida, resultando em dados
categorizados (BARBETA, 1994). Um dos propésitos deste estudo foi verificar se duas ou mais
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varidveis apresentavam-se associadas e se, por estarem associadas, uma altera a probabilidade
de algum resultado da outra.

A patogenicidade do RVC, em 153 amostras de fezes, foi avaliada através da presenca
ou auséncia de diarréia. Resultados positivos por RT-PCR (gene 5) para rotavirus do grupo C
foram encontrados em 95 amostras, das quais apenas 18 (19%) eram diarréicas, o que nao é
estatisticamente distinto de 14 amostras (24%) também diarréicas, porém, negativas para
rotavirus do grupo C (Fig.8). Tais dados da regido norte do Brasil corroboram os relatos prévios
da literatura em outras localiza¢des geograficas, os quais afirmam ser a frequiéncia de diarréia
causada por RVC mais baixa do que a freqiéncia de diarréia causada RVA (MACKOW et al.,
1995; TEIXEIRA et al, 1998). Ademais, o fato dos 18 casos sintomaticos de infecgdes
causadas por rotavirus do grupo C, terem ocorrido em episddios de diarréia esparsos, esta de
acordo com relatos prévios que afirmam que o RVC tem sido mais freqlientemente associado a
casos esporadicos de gastroenterites (PENARANDA et al, 1989; USHIJIMA et al., 1989; OISHI
et al., 1993; RASOOL et al., 1994; JIANG et al., 1995; HAMANO et al., 1999). TIMENETSKY et
al. (1993) e MACKOW et al. (1995) relataram, anteriormente, a presenca do RVC em amostras
de fezes assintomaticas. Em vista disto, SOUZA et al. (1998) enfatizou a necessidade de mais
estudos em individuos com e sem diarréia durante epidemias sem causa aparente.

Para os calculos de incidéncia anual (coeficientes de ataque) do RVC foi necessario
realizar um ajuste nas durag¢des dos anos, visto QUe o acompanhamento das criangas e as coletas
das fezes iniciaram no inicio de marco de 1983 e terminaram no final de marco de 1986. As
amostras coletadas entre 01/03/83 até 31/03/84 foram enquadradas no primeiro ano de estudo
(83); entre 01/04/84 até 31/03/85 no segundo ano (84); e entre 01/04/85 até 31/03/86 no terceiro
ano (85). Com esta classificacdo, o primeiro ano de estudo compreendeu 13 meses de
acompanhamento. Isto foi devido ao fato que a primeira amostra coletada data de 07/03/83
enquanto que a ultima data de 31/03/86, assim a duragdo do estudo ultrapassou em 24 dias o
periodo de trés anos. Estes 24 dias foram compensados com um més a mais na duragado do
primeiro ano de acompanhamento. Ainda, visto que as 30 criangas acompanhadas neste estudo,
nasceram todas num periodo de 6 meses, uma faixa de idade estava sendo compreendida em
cada ano de estudo. Porém, houve a existéncia de zonas de intercalagdo de idade nos diferentes
anos, tais como as idades de 12 a 14 meses, e de 25 a 26 meses (Tabela 7). Isto foi devido a que
os nascimentos ocorreram entre outubro de 1982 e margo de 1983, assim, havia criangas com até
6 meses de diferenca de idade uma da outra, em uma mesma época sendo analisada.
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A incidéncia anual, e a incidéncia acumulada, de criancas infectadas por RVC, e de
criangas com diarréia causada por RVC na régiéo de Belém do Para, foi expressa através dos
coeficientes de ataque (CA). Os coeficientes, medidas usuais em epidemiologia, expressam 0O
risco de uma populacio apresentar determinada doenca (LAURENTI, 1996). O denominador da
razdo que determina o CA, foi selecionado em relacdo ao total de criangas acompanhadas
durante os trés anos do estudo longitudinal (71), e ndo somente em relagao as crian¢as estudas
no presente estudo (30), para que tal resultado pudesse ser extrapolado para a populagido. O
maior CA para criangas infectadas por RVC, foi observado no ano de 1984, sendo de 9%. Da
mesma forma, o CA para criangas que desenvolveram diarréia por RVC foi maior em 1984, sendo
de 4.2%. A hegemonia deste ano em relagao aos outros esta relacionada com a faixa etaria em
que as criangas encontravam-se neste ano, de 2 a 14 meses, como sera discutido posteriormente.
O CA cumulativo de criancas infectadas por RVC, em um periodo de trés anos, foi de 10%, e o CA
cumulativo de criangas que desenvolveram diarréia causada por RVC foi de 5%. Isto indica que,
em trés anos, 10 criancas em cada 100, de 0 a 36 meses de idade, na regido suburbana de
Belém, correram o risco de serem infectadas pelo RVC; e destas, 5 o risco de desenvolver
diarréia. Estes numeros, entretanto, excluem a ocorréncia de reinfecgdes e foi demonstrado que
as reinfecgdes por RVC sdo comuns na localizagao geografica onde o estudo foi realizado, uma
vez que em um grupo de 30 criancgas, 95 amostras, coletadas num periodo de trés anos, foram
positivas para RVC.

Contrariando a suposi¢ido de JAMES et al., 1998, que sugere que, como o RVC parece
pertencer a um unico genotipo (VP7), seria improvavel que ocorram reinfecgdes, como no caso
dos RVA. Neste ultimo grupo, a proteina majoritaria do capsideo externo VP7 é o principal
determinante sorotipico e, portanto o antigeno de superficie mais variavel. Estudos de hibridizacao
cruzada sugerem que, como o RVA, ha também variacéo significante na sequéncia do gene que
codifica a VP7 entre os diferentes RVCs humano e animal (JIANG et al., 1991) classificando-os,
tais como os do grupo A, em sorotipos distintos (tipos G). Até o momento, ha pelo menos 3
sorotipos descritos: porcino, linhagens Cowden e HF, e bovino, linhagem Shintoku (TSUNEMITSU
et al., 1992). Uma diferenga minoritaria de aminoacidos na VP7 dos RVCs indicam que a evolugao
deste grupo é lenta (JIANG et al., 1995; GRICE et al., 1994, NILSSON et al., 2000b, CASTELLO
et al., 2000). Entretanto, se tais diferencas minoritarias incorrem em propriedades‘antigénicas
distintas, necessitam de estudos adicionais (NILSSON et al., 2000). Além disso, 0s mecanismos
de defesa imunoldgica contra os rotavirus nao foi ainda bem estabelecido (AMERICAN ACADEMY
OF PEDIATRICS, 1998).
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No grupo total de 71 criangas de Belém do Para, acompanhadas durante o estudo
longitudinal prospectivo, foram observados 441 epistdios de diarréia, dos quais 7,9% foram
causados por RVA (LINHARES et al., 1989) enquanto que o RVC foi detectado em 3,6% dos
episodios de diarréia. Dados semelhantes foram obtidos de um estudo realizado em ambiente
hospitalar nos EUA. Foram coletadas amostras de fezes de 233 criancas diarréicas, menores do
que 2 anos de idade, admitidas em um hospital em Rhode Island, e de 91 controles (criangas
hospitalizadas que nao tinham diarréia) num total de 1676 fezes diarréicas. Todas foram testadas
para RVA, sendo que 16,6% foram positivas. Do total de 1397 amostras com resultado negativo
para RVA, 36 amostras foram positivas para rotavirus por ME, destas, 16 tinham material
suficiente para testes para presenca de RVC tanto por ELISA sanduiche com soro hiperimune de
captura de VP8, quanto por RT-PCR gene 8. Todas foram positivas para RVC, 7 destas
adquiriram a infec¢do na comunidade (4,7%), e 8 adquiriram apos o internagéo. (JIANG et al,
1995). O CA cumulativo em 4 anos, de criangas com diarréia causada por RVC (adquirido na
comunidade), na faixa etaria de até dois anos de idade, foi de 3,4%.

A distribuicdo temporal, associada a idade, das infecgbes causadas pelo RVC foi analisada
pela freqiiéncia de casos positivos e, de casos de diarréia, referentes a cada faixa etaria, as quais
puderam ser observados na figura 11. A comparacao entre as frequéncias de cada faixa de idade
foi analisada pelo teste do X% A principio, notoriamente, as criangas mais susceptiveis a infeccao
pelo RVC foram aquelas compreendidas no intervalo de idade de 13 a 24 meses. Porém, nao
foram encontradas diferencas estatisticas significantes entre as freqliéncias de casos positivos
para RVC nas diferentes faixas etarias. Isto se deve a que, em termos de proporgao, 30 casos
positivos (73%) num total de 41 amostras enquadradas na faixa de 13 a 24 meses, nao é
significativamente diferente de 11 casos positivos (61%) em 18 amostras na faixade 0 a 12, e
nem mesmo de 11 casos positivos (46%) em 24 amostras na faixa de 25 a 36 meses. Além disso,
como as amostras analisadas neste trabalho foram selecionadas ap6s um rastreamento por
ELISA para RVC, elas ndo foram selecionadas ao acaso. Por esta razédo, os dados observados
nesta amostragem nao podem, estatisticamente, serem extrapolados para a populacéo em geral.
Porém, podem dar nogao de que, de fato, na regido suburbana de Belém do Para, entre uma faixa
etaria de 0 a 36 meses de idade, a mais susceptivel é aquela compreendida entre 13 e 24 meses.
A proporcdo de casos de diarréia em relagdo as amostras positivas para RVC, foi de 40% na faixa
de idade de 13 a 24 meses, sendo esta propor¢éao, também maior nesta faixa do que nas outras
(11% na faixa de 0 a 12 meses, e 8% na faixa de 25 a 36 meses). Outro estudo realizado em
Valentim Gentil, em Sao Paulo, mostrou que entre criangas de 0 a 5 anos, a faixa etaria mais
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atingida por diarréia, causada por RVC, foi équela compreendida entre 1 e 4 anos de idade,
contabilizando 21% do total de amostras diarréicas (SOUZA et al., 1998). Estes dados sugerem
que as criangas com até 1 ano de idade, as quais possivelmente alimentam-se mais do leite
materno do que de outros alimentos manipulados, estdo menos susceptiveis as infec¢des por
RVC do que as criangas mais velhas. BISHOP et al., 1996b mostraram um titulo médio alto de IgA
anti-rotavirus presente no leite matemo, embora a variagdo tenha sido grande entre as maes
estudadas. No mesmo estudo, o aumento de anticorpos neutralizantes rotavirus-especificos no
leite ocorreu em 40% das mées de criangas com até 17 meses com infec¢&o por rotavirus. Noutro
estudo, CLEMENS et al, 1993 concluiu que a alimentacdo feita exclusivamente com a
amamentacao previne a infecgdo por rotavirus em crian¢as no primeiro ano de vida. Porém esta é
meramente adiada, ocorrendo durante o segundo ano de vida. Ainda, outro fator que pode
explicar a menor susceptibilidade das criangas com menos de um ano as infecgées por RVC é
que, nesta idade, elas ainda nao tém contato direto com o chao, com o ato de engatinhar e, relata-
se que o chdo tém uma baixa eficiéncia em adsorver as particulas de rotavirus (GOYAL E
GERBA, 1979), onde os rotavirus mantém a infectividade (KESWICK E GERBA, 1980) podendo
permanecer viaveis por muitos dias em superficies inanimadas, sendo prontamente transferidos
destas superficies para as maos (SATTAR et al,, 1994). Outro estudo mostrou que 5 (63%) de 8
voluntarios tomaram-se infectados apds tocar com um dedo uma superficie contaminada e leva-lo
a boca (WARD et al., 1991). |
Inimeros relatos prévios descreveram que os RVCs infectam criangas mais velhas ou
adultos, mas raramente lactentes (von BONSDORFF et al., 1988, MATSUMOTO et al., 1989;
BROWN et al., 1989; ISHIMARU et al., 1991; KUZUYA et al., 1998; OISHI et al., 1993; NILSSON
et al., 2000b). Ainda, OISHI et al., 1993 afirma que criangas maiores do que 4 anos possuem um
grande risco de serem infectadas por RVC, em contraste com a infec¢do por RVA que é comum
entre criangas menores de 3 anos de idade (deZOYSA et al., 1985; ISHIMARU et al., 1991). Este
trabalho porém, demonstrou a presen¢a do RVC em amostras de fezes de criangas com menos
de 3 anos de idade, de acordo com PENARANDA et al., 1989; CAUL et al., 1990 e JIANG et al.,
1995; JAMES et al., 1998 GABBAY et al, 1999 que afirmam que estes virus podem ser
encontrados em lactentes.
A sazonalidade das infecgbes causadas pelo RVC, na regido de Belém do Para, foi
também avaliada. A freqiiéncia mensal dos casos positivos para RVC foi demonstrada, em cada
um dos anos de estudo, nas figuras 12-15. Foram encontrados casos positivos de rotavirus do

grupo C em todos os meses que constituem um ano, ndo apresentando aumento significativo da
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incidéncia deste agente em nenhum dos meses estudados. Os RVC na regido de Belém do Para
néo apresenta sazonalidade definida, ocorrendo em igual propor¢ao durante todo o ano. Isto se
deve a que, na regido norte do Brasil, as estagbes do ano caracterizam-se por estacdo seca e
chuvosa, ndo apresentando uma estacao fria como o inverno que é a estagdo de maior incidéncia
de rotavirus nos climas temperados (BISHOP, 1996a). Isto esta de acordo com relatos prévios
que afirmam nao existir padraoc sazonal para as infec¢gdes por rotavirus em climas tropicais
(LINHARES et al., 1989; COOK et al., 1990).

6.3 Comparagio entre as metologias de ELISA e RT-PCR para detecgéo do RVC

JIANG et al., 1995 mostraram que o insucesso para detectar o RVC no passado foi
devido a infreqiiéncia com a qual métodos de detecgédo especificos eram utilizados, a falta de
sensibilidade, e a baixos titulos de virus presentes nas amostras fecais. Em vista disso,
métodos adequados com alto grau de sensibilidade e especificidade s&o necessarios para a
deteccao destes agentes. Os métodos de ELISA com anti-soros para linhagens humanas
parecem ter sensibilidade adequada para a detecgdo do RVC e vém sendo, atualmente,
analisados. Entretanto, os métodos de ELISA baseados em reagentes provenientes de
linhagens animais, parecem subestimar as verdadeiras taxas de detec¢do do RVC, uma vez
que alguns estudos tém mostrado que o RVC porcino Cowden, o qual parece ter uma unica
linhagem globalmente distribuida, é distinto do RVC humano (GRICE et al., 1994; JIANG et al.,
1996), para o qual sugere-se haver uma variedade de linhagens adaptadas ao hospedeiro
humano (PENARANDA et al., 1989). Isto poderia levar a resultados falso negativos em um certo
nimero de amostras, como observado por JIANG et al.,, 1995 em cujo estudo, o método de
ELISA baseado em anti-soro hiperimune policlonal da linhagem porcina falhou em detectar 13
amostras que foram positivas para RVC por RT-PCR. Em outro trabalho, conduzido por SOUZA
et. al., 1998 duas amostras que foram positivas para rotavirus por ME nao reagiram com anti-
soro policlonal produzido em coelhos. Em vista disso, &€ de grande importancia a combinagao de
metodologias sensiveis no diagnéstico do RVC (JIANG. et al., 1995; SOUZA et al., 1998;
JAMES et al., 1998; ALFIERI et al., 1999). Desta forma, visto que 72 amostras de fezes,
testadas no CDC, foram positivas para RVC pelo método de ELISA, a confirmac&do destes
resultados por uma outra metodologia foi necessaria. Deste modo, as 83 amostras testadas no
CDC, por ELISA sanduiche de captura bilateral, foram enviadas ac LVA para a realizagdo dos
testes de RT-PCR para o gene 5 do RVC. A comparagao entre as duas metodologias de
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deteccdo de RVC foi um dos objetivos deste trabalho, cujos resultados puderam ser
visualizados na figura 16. Setenta e duas amostras foram positivas para RVC pelo método de
ELISA, enquanto que pelo método do RT-PCR, 52 foram positivas. O método de ELISA
detectou RVC em 20 amostras a mais do que o método do RT-PCR, porém esta diferenga nao
foi significante pelo teste do X2, indicando que ambos os métodos possuem sensibilidade e
especificidade equivalentes para detecgdo de RVC em amostras clinicas, conforme relatos
prévios da literatura (FUJII et al., 1992; JAMES et al., 1998; KUZUYA et al., 1998; CASTELLO
et al., 2000). Outros autores, entretanto, consideram que o método de escolha € o RT-PCR
devido a sua maior sensibilidade (GOUVEA et al., 1991; JIANG et al., 1995). Contudo, os
resultados obtidos no presente trabalho, embora ndo estatisticamente significantes, contradiz tal
afirmacéo. Isto pode ser explicado por uma das duas seguintes razbes:

1) No inicio do projeto deste trabalho, todas as 153 amostras de fezes foram
diluidas em tampéo salina fosfato e estocadas a -85°C, na forma de suspensdes fecais a 10%
para a utilizagio posterior para a extragdo dos RNAs virais. Embora esta seja uma pratica
comum (GOUVEA et al., 1991), foi observado que pode ocorrer degradacao nao somente do
capsideo viral, mas também do genoma dos rotavirus em suspensbes fecais diluidas, por
analise de PAGE (GOUVEA, et al., 1991). Ainda, SAN JUAN et al. (19865 demonstrou que os
segmentos de RNA de rotavirus bovino diminuem de intensidade no PAGE quando
homogenatos de fezes clarificadas foram mantidos a -20°C por 6 meses. A estocagem das
amostras de fezes em seu estado natural tem sido sugerida para a boa preservagao viral
(GOUVEA et al., 1991) uma vez que, segundo FU et al.,, 1989, embora as fezes contenham
proteases e nucleases de diversas fontes, os rotavirus tém capacidade para persistir neste
meio. Além disso, a fezes diarréicas parecem conter substancias protetoras para as proteinas e
o acido nucléico viral (RAMOS et al., 2000). Foi também demonstrado o efeito protetor das
fezes na infectividade dos rotavirus por PESARO et al. (1995). Em adi¢do, como ja mencionado
anteriormente, as extracdoes dos RNAs virais foram realizadas anteriormente ao inicio das
reacdes de PCR. Com o surgimento dos problemas de resuitados falso-positivos dos controles
negativos, as investigagdes para eliminar tais problemas demandaram uma grande quantidade
de tempo, durante o qual, os RNAs das amostras anteriormente processadas ou, daquelas
processadas nos intervalos de tempo em que 0s controles negativos estavam adequados e,
inesperadamente, os mesmos voltavam a apresentar resultado positivo, ficaram armazenados
ja ressuspensos em agua, inicialmente a -20°C e posteriormente, a -85'C, para futura repeticéo

das reagdes de PCR. Algumas amostras foram submetidas a repeticbes em baterias, as quais,
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inafortunadamente, também apresentaram controle negativo com resultado positivo. Este fato,
obrigatoriamente, invalidou tais repeticGes exigindo uma confirmagao adicional, de forma que,
algumas amostras chegaram a ser processadas 4 vezes. Tal processo exigiu o
descongelamento e posterior congelamento dos RNAs viras ressuspensos em agua, o que,
diminui a estabilidade dos mesmos, tomando-os passiveis de degradagéo, embora um estudo
tenha mostrado que a infectividade do rotavirus simio (SA-11) em cultura de células seja
relativamente estavel a repetidos ciclos de congelamento e descongelamento (ESTES, 1996b).
Em vista disso, a possibilidade de que alguns dos resultados negativos, obtidos por RT-PCR
nas amostras clinicas possa ser devido a degradagdo dos RNAs virais durante o
processamento das mesmas, nao pode ser descartada. Outra questdo, é que as amostras de
fezes foram mantidas congeladas durante uma média de 15 anos, e 0 numero de vezes o qual,
tais amostras possam ter sido descongeladas, seja para o processamento de analises
anteriores, seja durante os transportes a que foram submetidas desde a sua origem, &
desconhecido. Até onde chega o nosso entendimento, ndo existem relatos sobre a estabilidade
dos RVC em amostras de fezes congeladas por este periodo.

2) Outra explicagdo plausivel para a diferenca de detecgao obtida entre as duas
metodologias é que, embora remota - porque as amostras do atual trabalho foram selecionadas
das amostras negativas para RVA previamente testadas por ELISA baseado em anticorpos
policlonais e monoclonais (LINHARES et al, 1989) - a chance de algumas destas amostras
serem positivas para alguma linhagem mutante de RVA, que possui epitopo idéntico ao que &
detectado pelo ELISA para RVC, ndo pode ser descartada, uma vez que, existe um epitopo
comum na proteina VP6 dos rotavirus dos grupos A e C (TSUNEMITSU et al., 1992b). Alem
disso, em testes de imunofluorescéncia (IFA) ocorreram casos minoritarios de reagdes cruzadas
entre rotavirus dos grupos A e C (TSUNEMITSU et al., 1991), sendo que, tais reacdes foram
confirmadas de serem especificas, apés a produgdo e caracterizacdo de um anticorpo
monoclonal que reage com ambos os grupos de rotavirus (TSUNEMITSU et al., 1992b). Estes
anticorpos monoclonais reconhecem a VP6 do RVA e 41-kDa (parte da proteina VP6) dos RVC
(BREMONT et al., 1988; JIANG et al., 1990). Este fato, também é consistente para explicar o
resultado obtido em uma das 83 amostras provenientes de 30 criangas (amostra ID. N° 24002-
75), o qual foi designado como indeterminado por RT-PCR, uma vez que apresentou trés
bandas inespecificas ao invés de uma Unica banda do tamanho de 267pb. Esta mesma
amostra, entretanto, apresentou resultado de ELISA positivo para antigeno de grupo VP6 do
RVC. '
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Ademais, embora TSUNEMITSU et al. (1992b), autores do teste de ELISA utilizado nas
amostras deste trabalho, afirmem que ndo ocorreram casos de reagdes cruzadas nos testes
realizados, o numero de amostras testadas, para embasar tal afirmacao, foi de 6 amostras
positivas para rotavirus dos grupos A e B negativas para RVC. A probabilidade casuistica de
que este fato possa ocorrer em 83 amostras &€ maior do que aquela em 6 amostras. Além disso,
para minimizar reagdes inespecificas nos testes de ELISA geralmente utilizam-se anticorpos
produzidos por duas espécies de animais diferentes: uma para produzir o anti-soro de captura
de antigeno, outra para produzir o anti-soro do qual sera extraido a imunoglobulina detectora
de antigeno (JAMES et al., 1998). No teste de ELISA utilizado para a deteccao do RVC nestas
amostras, ambos os anti-soros foram produzidos em porcos, embora o anti-soro de captura
tenha sido produzido a partir de um pool de soros de porcos e bezerros (TSUNEMITSU et al.,
1992b). Em outro teste de ELISA para detecgdo de antigeno de grupo especifico do RVC,
baseado em reagentes derivados VP6 recombinante, de linhagens humanas, desenvolvido por
JAMES et al. (1998), foram observados, nos experimentos iniciais de determinacgao de critério
para positividade, um valor alto de Asso nm para uma amostra positiva para rotavirus do grupo A.
Outra amostra contendo virus SRSVs foi também positiva por ELISA para rotavirus do grupo C,
mas negativa para RT-PCR (gene 5). Assumindo que o RT-PCR é o "padrdao ouro" para
deteccdo do RVC (embora ndo tenha sido utilizado um controle intemo no PCR, existindo,
assim a possibilidade de que estas fezes contivessem inibidores), a especificidade do ELISA
poderia ser melhorada por redefinicdo do cutoff limite, embora isto resulte em perda da
sensibilidade (JAMES et al., 1998). /

A combinacao do ELISA, como método rapido de rastreamento, com a confirmagao por
RT-PCR provou ser efetiva para detecgdo do RVC, conforme relatos prévios (JIANG et al,,
1995: JAMES et al., 1998). Para reduzir os casos de resultados falso-positivos, a especificidade
do ELISA podera ser aumentada, no futuro, pelo uso de anticorpos monoclonais para a proteina_
do capsidio interno (JAMES et al., 1998).
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6.4 Analise dos sintomas clinicos associados ao RVC, e do perfil de excre¢cdo dos
mesmos em uma crianga acompanhada quinzenalmente

Os dados da histéria clinica de 14 criancas com episodios de diarréia foram também
analisados neste trabalho. Os 29 episddios de diarréia (embora houvesse 32 amostras
diarréicas, somente 29 possuiam prontudrios disponiveis) e os sintomas clinicos associados
aos mesmos puderam ser observados na Tabela 8. Os sintomas clinicos analisados foram N°
de evacuagdes/dia, vomitos, febre, anorexia, dor abdominal, indisposicdo geral, sintomas
respiratorios, além da presenga de outros enteropatdgenos e da amamentacdo. O RVC foi
detectado por RT-PCR em 17 dos episodios de diarréia analisados. Entretanto, as propor¢des
dos sintomas encontrados em tais episodios, ndo foram estatisticamente diferentes das
proporcdes dos sintomas encontrados nos episodios de diarréia causados por outros
enteropatogenos. Além disso, nos 17 episédios onde o RVC estava presente, 13 estavam
também associados com outros agentes causadores de gastroenterites (Tabela 9), de modo
que, nao foi possivel definir se a diarréia foi causada pelo RVC ou por outros agentes ou ainda,
pela associagao de ambos. Em outros estudos realizados por JIANG et al. (1995) em 15
criangas de até 2 anos, e por NILSSON et al. (2000) em 8 adultos, as porcentagens observadas
em cada sintoma, em relacdo ao total de amostras positivas para RVC, de cada sintoma
observadas nas criancas do presente estudo, foram menores com excegao da febre. A saber:
29% de vomitos foram relatados nas criangas do presente estudo, contra 88% em criancas até
2 anos e 75% em adultos: 59% de febre estava presente nas criangas deste estudo, contra
25% nos adultos; o N° médio de evacuagdes/dia nas criangas do presente estudo foi 4,3, contra
5 em criancas até 2 anos, e 7 em adultos; 41% de dor abdominal foi observada nas criangas
deste estudo, contra 75% em adultos; e 88% das criangas do presente estudo tinham outros
enteropatogenos presentes, contra 38% dos adultos e 0% em criangas até 2 anos. Em outro
estudo realizado por HAMANO et al. (1999), em criangas de 6 a 12 anos afetadas por diarréia
causada por RVC em um surto ocorrido no Japao, as porcentagens de sintomas encontradas
foram semelhantes as encontradas nas amostras de Belém, como segue: vomitos 57%, febre
42% e dor abdominal 45%. Os resultados encontrados no presente trabalho, em conjunto com
os de relatos prévios, sustentam que a severidade da diarréia e a desidratagao clinica causadas
pelo RVC sdo menos severas do que aquelas encontradas nas infecgdes causadas por RVA
(ISHIMARU et al., 1990; FUJITA et al,, 1994; GABBAY et al., 1999; NILSSON et al., 2000Db),
independentemente da faixa etaria atingida. Contudo, CASTELLO et al., 2000 relatou que os
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sintomas clinicos associados as infec¢cdes causadas por RVC e por RVA, na Argentina, em
termos de severidade de diarréia, vomitos e de desidratacao clinica, ndo apresentaram
diferencas.

A presenca de sintomas respiratérios em metade dos episédios de diarréia com os RVC
presente nas fezes, embora nao tenha sido estatisticamente diferente da proporgéo encontrada
nos episodios cujas fezes foram negativas por RT-PCR, esta de acordo com outros relatos que
tém observado a associagdo de tais sintomas com os rotavirus (SANTOS et al., 1983,
FRANGOSO et al., 1986; ZHENG et al., 1991a, GOLDWATER et al., 1979).

Entre os dados que estavam disponiveis nos 29 prontuarios meédicos analisados,
estavam o N° e a ordem dos episddios de diarréia, uma vez que, tais prontuarios referiam-se
tanto a infecgdes primarias quanto a reinfecgbes. VELAZQUEZ et al. (1996) sugerem que as
infeccdes causadas pelo RVC s@o mais virulentas quando primarias. Este dado, entretanto, ndo
pode ser avaliado no presente trabalho devido a que, somente 2 criangas (ID N° 24415 e
24006), das 14 que apresentaram episddios de diarréia, possuiam as amostras da infec¢ao
primaria sintomatica e uma ou mais amostras referentes a reinfeccoes. Porém, em ambas
criangas, os sintomas clinicos observados no primeiro episédio de diarréia foram, de fato, mais
severos ou mais freqllentes do que aqueles do que aqueles relatados nos episédios
subsequentes (Tabela 8).

O efeito da amamentagcao em relagao a infecgdo por RVC foi também analisado neste
trabalho, embora o nimero de criangas que estavam sendo amamentadas fosse pequeno (5).
Estudos epidemiolégicos de diarréia e amamentacdo tém mostrado que os lactentes que séao
amamentados com leite materno apresentam uma incidéncia menor de diarréia do que os
lactentes que ndo o sdo (FEACHEM E KOBLINSKY, 1984; PICKERING E KOHL, 1986) tanto
em paises desenvolvidos quanto naqueles em desenvolvimento (GOLDING et al., 1997).
Entretanto, os relatos sobre o efeito protetor do leite materno contra a diarréia causada por
rotavirus tém demonstrado resultados variaveis (ZHENG et al., 1991b; BELL et al., 1988;
GUNNLAUGSSON et al., 1989; GLASS et al., 1986; WEINBERG et al., 1984; CLEMENS et al,,
1993). No presente estudo, nao foi possivel demonstrar o efeito protetor do leite materno, uma
vez que nao foram encontradas associagdes entre a amamentac¢édo e a taxa de incidéncia de
RVC.

A frequéncia temporal da presenca do RVC nas amostras de fezes coletadas
quinzenalmente, de uma mesma crianca (ID N°24006), desde o seu nascimento até os trés

anos de idade, foi evidenciado na figura 17. Foi demonstrado, desde o primeiro més de idade
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desta crianga, um perfil de excregdo constante do RVC, com intervalos curtos de auséncia de
liberacdo dos mesmos. O perfil observado caracterizou a ocorréncia de uma infecgao cronica
por RVC, com reativagdes sintomaticas esporadicas, ou, um caso sequencial de reinfeccdes
multiplas causadas por RVC, para o qual, ndo ha relatos prévios na literatura cientifica.
Numerosos estudos descrevem, entretanto, altas taxas de reinfeccdo com RVA, especialmente
em paises em desenvolvimento (MATA et al., 1983; GRINSTEIN et al., 1989; LINHARES et al,,
1988; REVES et al., 1989; BERNSTEIN et al., 1991).

Alguns destes estudos tém relatado reinfecgées pelo mesmo sorotipo que causou a
infecgdo original (REVES et al., 1989; BERNSTEIN et al., 1991). Embora investigagbes prévias
em todo o mundo, tém indicado que a infecgdo natural por rotavirus oferece, pelo menos,
protecdo parcial contra a doenga subseqiente, a duracdo daquela ndo € claramente
estabelecida (WARD E BERNSTEIN, 1994). Além disso, o grau de protecdo pode variar da
protecéo total por pelo menos 2 anos (BERNSTEIN et al., 1991), a protegio limitada, e a
doenga sequencial multipla por rotavirus (MATA et al., 1983). A doenga seqiiencial causada por
um mesmo sorotipo de rotavirus foi anteriormente descrita por CHIBA et al., 1986; REVES et
al., 1989; DeCHAMPS et al., 1991, MATSON et al., 1993 e WARD E BERNSTEIN, 1994. Em
um destes estudos, as linhagens de RVA responsaveis pela doencga seqiencial, foram ambas
do sorotipo 1, porém com eletroferotipos distintos (WARD E BERNSTEIN, 1994). Ha evidéncias
conflitantes quanto a protecdo sorotipo-especifica (CHIBA et al., 1986; WARD et al., 1992). Um
estudo realizado nos EUA, investigando a protecdo contra as reinfecgcdes causadas por RVA,
das 37 criangas que apresentaram infecgéo assintomatica no primeiro ano do estudo, nenhuma
delas desenvolveu doenga por rotavirus no segundo ano (WARD E BERNSTEIN., 1994). No
‘mesmo estudo, tanto os individuos que  desenvolveram infecgdo sintomatica quanto
assintomética por rotavirus foram altamente protegidos contra infecgdes subsequentes. Estudos
realizados em outras localizagbes geograficas, entretanto, tém demonstrado que a doencga
seqiencial por rotavirus parece ser comum (MATA et al., 1983; CHIBA et al., 1986; REVES et
al., 1989; DeCHAMPS et al., 1991; MATSON et al, 1993 e WARD E BERNSTEIN, 1994;
BISHOP et al., 1983; FRIEDMAN et al., 1988; COULSON et al., 1992). E dificil conciliar estes
resultados aparentemente conflitantes (WARD E BERNSTEIN, 1994), porém, possiveimente,
exista uma maior similaridade genética entre as linhagens circulantes em cujos estudos
encontraram maior protecdo, do que naquelas cujos estudos demonstram menor protegao.
Também é possivel que aquelas linhagens sejam melhores imunédgenos do que as linhagens

que permitam doenca seqiiencial causada por rotavirus (WARD E BERNSTEIN, 1994). Embora
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tenha-se relatado que niveis de IgA rotavirus-especifica fecal, salivar e sérica, niveis de IgG
sérica tipo-especifico, e a imunidade mediada por células reflitam a infecgcdo natural e a doenga
por rotavirus, e que, a resposta humoral na primeira infeccdo seja primariamente homotipica
(para o sorotipo G infectante) enquanto a resposta humoral nas infec¢gdes subseqientes seja
ampla e reflitam uma resposta heteréloga, os componentes necessarios para a resposta imune
contra o RVC néao foram ainda completamente definidos. Em adi¢ao, outros estudos sugerem
que, no caso da diarréia persistente, esta € uma entidade clinica e a mesma pode estar mais
relacionada as experiéncias de saude das criangas e as condi¢des do ambiente doméstico, do
que a um patdgeno entérico particular (FRASER et al., 1998). Desta forma, estudos epidémico-
imunolégicos adicionais s&o neceésérios para que se possa explicar o perfil de liberacao de
RVC encontrado neste estudo.

Contudo, deve-se considerar, ainda, a possibilidade de ter ocorrido resultados falso-
negativos nas amostras da crianga ID. N° 24006, devido a falhas nos procedimentos técnicos, ja
discutidos previamente, o que explicaria os periodos de auséncia de liberacdo de RVC, e, se
este fosse 0 caso, caracterizaria, mais provavelmente um caso de infecgao cronica do que um
caso de reinfecgao sequencial por RVC.

O perfil de liberagdo do RVC observado nas amostras quinzenais da crianca ID. N°
24006, aliado ao achado de que 77 amostras (de 30 criangas) positivas por RT-PCR (gene 5)
para RVC eram assintomaticas, sugerem que estes agentes podem ser endémicos, causando
infeccdes inaparentes, na regido de Belém do Para. Especialmente na area suburbana, onde as
condigées de saneamento basico sdo precarias. Deve-se aliar a este fator, outros como: os
periodos prolongados de liberagdo (AHMED E STEVENS, 1990) de altas taxas de particulas
virais nas fezes de individuos infectados por rotavirus, o alto potencial infectante dos mesmos
(BISHOP, 1996a), a resisténcia ao calor e a agentes quimicos (STEELE, 1999, RAMOS et al.,
2000), e a estabilidade dos rotavirus tanto em superficies (SATTAR et al., 1994) quanto em
aguas no meio ambiente (HURST E GERBA, 1980; RAPHAEL et al., 1985, PANCORPO et al.,
1987; ANSARI et al., 1991). Além disso, a transmiss8o e a preservacdo destes virus sao
favorecidas pelos seguintes fatores: as condi¢des fisiologicas e imunolégicas do hospedeiro, a
existéncia das infec¢des sub-clinicas e dos portadores saudaveis, a transmisséo fecal-oral, e o
curto periodo de incubagido (RAMOS et al., 2000). Contudo, em um estudo realizado na regiéo
suburbana de Buenos Aires, na Argentina, os RVCs foram detectados por RT-PCR (gene 5)
exclusivamente em criangas diarréicas, sendo que nenhuma das criancas saudaveis testadas

apresentaram RVC nas fezes (CASTELLO et al., 2000). Entretanto, a regido onde foi realizado
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este ultimo estudo possui um clima totalmente distinto daquele encontrado no norte do Brasil e,
conforme relatos prévios, o clima e a umidade exercem influéncia na manutencao da
infectividade em condigbes naturais (RAMOS et al., 2000) e na sazonalidade, das infeccoes
causadas por rotavirus (CDC, 1997; COOK et al., 1990; KOOPMANS E BROWN, 1999). Em
adicdo, COOK et al. (1990), sugerem que as diferencas no padrao sazonal em climas tropicais
e temperados pode apontar para diferengcas nos padrbes de transmissdo e talvez, para
diferengas no reservatério da infecgéo.

As caracteristicas clinicas das reinfecgdes na crianga ID N° 24006 puderam ser também
analisadas, com excecao de trés dos episodios de diarréia (o segundo, o sétimo e o nono). A
sintomatologia relatada na infeccdo primaria foi mais severa do que nas infecgcdes
subseqtientes. O primeiro episédio de diarréia foi caraterizado por todos os sintomas clinicos
relacionados as infecgdes por RVC, segundo a literatura (MACKOW, 1995; JIANG et al., 1995;
GABBAY et al., 1999; CASTELLO et al., 2000; NILSSON et al., 2000b), com excecdo da dor
abdominal. Os episédios subseqientes, foram progressivamente mais suaves, possivelmente
em decoméncia da imunidade parcial adquirida. Embora o quinto episédio tenha sido
caracterizado somente por indisposicao geral e diarréia, o sexto episddio apresentou todos os
sintomas relacionados as gastroenterites, porém, neste episddio foi pela primeira vez relatada a
presenca concomitante de outros enteropatégenos, o0 que sugere que oS mesmos tenham sido
responsaveis pela sintomatologia apresentada.

A historia clinica dos pacientes com diarréia devido ao RVC, na regido de Belém do
Para, analisados neste estudo, sugerem que, na regiéo norte do Brasil, as infec¢bes causadas
por rotavirus do grupo C sao mais brandas do que aquelas causadas por RVA. Tais achados
corroboram os relatos prévios da literatura, obtidos em outras localizagGes geograficas
(ISHIMARU et al., 1990; JIANG et al., 1995; JAMES et al., 1997; FUJITA et al., 1998; NILSSON
et al., 2000b), exceto por um relato que sugere que as infeccoes por RVC s&o mais severas que
aquelas causadas por RVA (GRICE et al., 1994).

6.5 Analises envolvendo enzimas de restrigdo (PCR-RFLP)

Com o objetivo de encontrar variabilidades genéticas nas linhagens virais dos RVC,
detectados em amostras clinicas de moradores da regido suburbana de Belém, foram
escolhidos os produtos amplificados do nested PCR de 16 amostras positivas e, de uma
amostra indeterminada para serem digeridos com as enzimas de restricdo Aiul, BglII, Mbol e
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Xbal (GibcoBRL®). O numero de amostras a serem digeridas foi determinado pela quantidade
de enzimas disponivel no laboratorio. O controle positivo Cowden foi também analisado, para
ser usado como parametro de comparagdo entre os perfis de digestdo encontrados nas
amostras clinicas.

Para escolher as amostras a serem digeridas entre as 52 com resultado positivo (do
grupo de 83 amostras de 30 criangas), foi estabelecido a condigéo de que o produto amplificado
de 267 pb, observado apds eletroforese, deveria ter apresentado uma banda de forte
intensidade, para garantir quantidade suficiente de produto capaz de produzir, posteriormente,
bandas digeridas de facil visualizagdo. As amostras que obedeceram a esta condicdo foram
divididas em grupos segundo as variaveis idade, tipo de fezes, e a estagio do ano em que a
coleta foi realizada. Esta divisdo foi efetuada, exclusivamente, com o objetivo de aumentar a
probabilidade de encontrar as diferengas genémicas, ndo visou, portanto, analisar associacdes
entre os perfis encontrados e os grupos de variaveis nos quais estavam enquadrados. De cada
categoria, foram escolhidas aleatoriamente, 2 amostras. Como poderia haver justaposicao de
amostras que se enquadravam em mais do que uma categoria, as amostras foram enquadradas
dentro de apenas uma categoria. Devido as condi¢des impostas para a escolha ou exclusao
das amostras, somente uma amostra da categoria da "verao", preenchia a todos os critérios de
escolha. Uma excecdo foi feita em relacio ao critério "amostras positivas para o gene 5 do
RVC". Assim, a amostra que apresentou 3 bandas inespecificas, com o resultado
"indeterminado” foi incluida para analise de RFLP dentro da categoria "25 a 36 meses". Os
resultados das digestdes com as diferentes enzimas foram apresentados nas figuras 18 -21.

Os perfis de restricdo encontrados para a linhagem Cowden (controle positivo) com as
enzimas Mbo |, Xba | e Alu | estdo de acordo com relatos prévios da literatura (RIPENHOFF-
TALTY et al., 1996). Os mesmos perfis, para cada uma das enzimas, foram observados em 14
das amostras clinicas analisadas, indicando que, no segmento gendmico que estava sendo
analisado (uma regido parcial do gene 5 do RVC) n3o ha diferengas genéticas, entre a
linhagem que infecta humanos e a que infecta suinos.

Nos testes preliminares das digestdes com a enzima Bgl Il foram observadas diversas
bandas de digestdo parcial. Por esta raz&o, as digestées dos produtos amplificados, tanto no
controle quanto das amostras clinicas, foram realizadas com o dobro da concentragcdo de
enzima recomendada pelo fabricante, o que, segundo SWAMINATHAN & MATAR (1993), pode
eliminar o efeito inibitério de contaminantes (proteinas, polissacarideos, fenol, cloroférmio,
etanol, EDTA, SDS, e concentragdo inadequada de sais) responsaveis por digestdes parciais.
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Ainda assim, este problema ndo pdde ser evitado. Contudo, se os produtos amplificados
apresentavam inibidores presentes, estes possivelmente, encontravam-se em baixas
concentragbes, uma vez que, as mesmas amostras foram utilizadas para a digestdo com as
outras trés enzimas, onde este problema ndo foi apresentado. Dentre as bandas de
intensidades semelhantes, observadas apos a digestdo com Bgl ll, observou-se as bandas de
tamanho 104 e 162pb, as quais eram esperadas, segundo a literatura (RIPENHOFF-TALTY et
al., 1996). Os tamanhos derivados das demais bandas foram também apresentados, os quais
foram obtidos através da analise com o programa Electrophoresis Documentation and Analysis
System 120, contudo, como as digestdes permaneceram parciais, nao foi possivel calcular, com
precisdo, o tamanho molecular de tais bandas. Ainda assim, a observagao da presenca de
amostras com perfil distinto daquele obtido com o Cowden, foi possivel.

Uma amostra (ID N°23996-60) apresentou perfil diferente daquele obtido para o
Cowden, somente na digestdo com a enzima Alu I. Isto sugere a ocorréncia de um rearranjo no
sitio de reconhecimento desta enzima (SWAMINATHAN, B. & MATAR, G.M., 1993).

Duas das amostras clinicas analisadas (ID N°24002-75 e 24233-73) apresentaram, com
todas as enzimas utilizadas, bandas adicionais de restricdo, revelando um perfil diferente das
demais amostras, bem como do controle Cowden. Uma destas amostras (ID N°24002-75)
apresentou resultado indeterminado por RT-PCR, indicando uma das duas possibilidades:

1) Trata-se de uma outra espécie ou outro grupo de rotavirus, visto que a mesma obteve
resultado positivo no teste de ELISA para RVC.

2) O achado de que esta amostra produziu, apés a reagdo de nested PCR com os
iniciadores para o gene 5, ndo um segmento de 267pb, mas sim segmentos de tamanhos
maiores, sendo a de intensidade mais forte de 674pb, sugere uma remota possibilidade, de que
esta seja uma linhagem originada de rearranjo génico, onde teria ocorrido uma duplicagao da
ORF (regido de leitura aberta do gene) com extenséo na terminacéo 3' (regido de anelamento
dos iniciadores C4 e C3 [GOUVEA et al., 1991}). Tal duplicacdo tem sido o mecanismo mais
comum de reorganizacdo em rotavirus (DESSELBERGER, 1996). Contudo, ndo ha relatos
prévios para a ocorréncia de reorganizagio génica em RVC. Para tal confirmacao, entretanto,
seria necessario realizar o seqienciamento de DNA, da amostra em questdo, o que nao foi
possivel realizar no presente trabalho, embora uma tentativa tenha sido feita (dados nao
mostrados).

A segunda amostra (ID N°24233-73) que apresentou um perfil distinto daquele

encontrado para o Cowden, em todas as enzimas utilizadas, sugere que a diversidade seja
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atribuida a presenca de uma linhagem diferente de RVC e/ou que tenha ocorrido uma ou mais
mutagdes puntuais no segmento génico analisado (DUBOIS et al., 1997). Um estudo revelou
que a taxa de mutagdo de rotavirus porcino é de aproximadamente 10° mutagdes/
nucleotideo/replicagido (BLACKHALL et al., 1996). Esta taxa de mutacdo sugere que a média de
diferencas entre o genoma de rotavirus da progénie e o genoma do rotavirus parental é de pelo
menos uma mutacio, o que é consistente com a alta taxa de mutagdes esperada, uma vez que
os rotavirus sdo caracterizados por um alto grau de diversidade genética (RAMIG, 1997). A
comparacao da seqiéncia de nucleotideos do gene 5 entre as linhagens humanas do grupo C
isolada de Belém e a linhagem Biristol, revelou 28 trocas de bases, das quais 25 ocorreram
dentro da regido codificadora. Em contraste, a comparacdo da sequiéncia de nucleotideos do
gene 5 do Cowden e da linhagem humana do grupo C de Belém revelou 226 mudancgas de
bases totais. Marcadamente cada uma das 25 mudancas entre as seqiiéncias codificadoras da
VP6 humanas foram mutagdes silenciosas, que néo alteraram a sequéncia derivada da proteina
VP6 (COOK et al., 1992).

Foi também realizado digestdes dos produtos do PCR nested de 21 amostras da crianca
N°24006 com a enzima Xba I. A escolha das amostras foi baseada na distribuicdo mensal
versus a positividade. Assim, uma amostra de cada més foi selecionada para a analise por
digestdo com Xba |, desde que houvesse pelo menos um caso positivo em cada um dos meses
dos anos de 1983, 1984 e 1985 e, também, que o produto do nested PCR visualizado ap6s
eletroforese, apresentasse uma banda de forte intensidade. Deste modo, ndo houve amostras
adequadas para a andlise nos meses de: julho e outubro de 1983; fevereiro, maio, juiho,
setembro e novembro de 1984: e fevereiro, margo, abril, maio, julho, agosto, setembro e
dezembro de 1985. Os perfis de restricho das amostras foram comparados com o perfil obtido
para o Cowden. Os perfis das amostras de todos os meses analisados foram iguais aos do
controle Cowden. (Fig. 22). Isto mostra que n&o ocorreram mutacdes genéticas no segmento
génico que estava sendo analisado, em nenhum dos diferentes meses em que o RVC estava
presente nas fezes desta crian¢a. Estes dados sugerem que este paciente poderia estar sendo
constantemente infectado por uma mesma fonte contaminada com RVC, talvez, a agua. A
provavel condigdo nutricional e sécio-econdmica precaria deve ter contribuido para uma
resposta imunolégica deficiente neste paciente que impediu sua protegdo para infecgbes
subseqilentes com a mesma cepa viral. O perfil idéntico ao do Cowden que foi observado em
todas as amostras analisadas por PCR-RFLP, sugerem ainda, que outra possivel fonte de
contaminagdo possa ser 0s porcos, os quais eram criados na regido onde o estudo foi
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realizado. Para concretizar tal hipotese, analises adicionais se fazem necessarias, visto que a
enzima de restricdo utilizada é limitada a deteccio de variacbes em seu sitio de clivagem.
Contudo, ha evidéncias convincentes de que a transmissdo de rotaviroses de animais para
humanos possa ocorrer (NAKAGOMI E NAKAGOMI, 1993). Além disso, o contato intimo que é
comum entre criangas pequenas e animais domésticos poderia potencializar este intercambio, e
este fato tem sido identificado como um fator de risco para a diarréia por rotavirus em alguns
locais (ENGLEBERG et al.,, 1982). Dados atuais suportam a crenga de que a transmiss&o
interespécies dos virus, sejam eles reorganizados geneticamente ou ndo, podem ser
responsaveis por diarréia severa em lactentes, mas é improvavel que tais linhagens tenham a
capacidade de causar surtos significativos de doenca. Linhagens de genoma reorganizado
entre genogrupos humanos podem ocorrer mais freqiientemente do que é detectado, e pode
algumas vezes, resultar em linhagens habeis em causar surtos epidemiologicamente
importantes (BISHOP, 1996a).

A identidade das linhagens com perfis distintos de PCR-RFLP poderiam ser
estabelecidas por sequenciamento e/ou estudo de outro gene, ou ainda por comparagao dos
fragmentos de restricio com aqueles obtidos de seqiiéncias deduzidas em bancos de dados
(GenBank, por exemplo) (DUBOIS, et al., 1997). Entretanto, ndo era o objetivo deste trabalho
caracterizar, mas apenas identificar a ocorréncia de diversidade entre as linhagens do RVC.
Desta forma o PCR-RFLP mostrou ser uma poderosa ferramenta para a avaliagdo de
diversidade de linhagens virais (DUBOIS, et al., 1997).
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7. Conclusoes

vJ A técnica de RT-PCR é eficaz para a detecgdo do RVC em amostras clinicas. Porém, a
possibilidade de gerar resuitados falso-positivos, em vista da sua extraordinaria sensibilidade,
exige cuidados extremos na sua realiza¢éo para a obtencao de resultados seguros.

v O método de RT-PCR possui sensibilidade e especificidade equivalentes ao do ELISA
sanduiche para deteccdo de antigeno de grupo VP6 para deteccdo dos RVC isolados a partir

de amostras clinicas.

v Na regido de Belém do Para, tanto a frequéncia quanto a severidade da diarréia, e a
desidratagéo clinica causadas pelo RVC s&o menores do que a freqiéncia e a severidade das
gastroenterites causadas pelo rotavirus do grupo A.

v/ O RVC pode ser freqiientemente encontrado em amostras de fezes de pacientes
assintomaticos e associado a casos esporadicos de gastroenterites. Entretanto, as reinfecgbes

e/ou as infecgdes cronicas sdo comuns no local onde o estudo foi realizado.

v Na regido suburbana de Belém, 10 em cada 100 criangas, de 0 a 36 meses de idade
corriam o risco de serem infectadas; destas 5 desenvolveriam diarréia, no minimo uma vez,
causada pelo RVC.

Ve O perfil de excrecéo constante de RVC, com intervalos curtos de auséncia de liberagéo
dos mesmos, foi demonstrado desde o primeiro més de idade de uma crianga da regido
analisada. O perfil observado caracterizou um caso sequencial de reinfecgdes multiplas
causadas pelo RVC ou um caso de infecgao cronica pelo RVC.

v/ A analise de PCR-RFLP das amostras mensais de um mesmo hospedeiro sugere que
esse paciente poderia estar sendo constantemente infectado por uma mesma fonte de RVC e,
ainda, que esta contaminag&o possa ter sido fruto de uma transmisséo interespécie.
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v O perfil de liberagdo do RVC observado nas amostras quinzenais de uma mesma
crianga e o nimero de amostras positivas de pacientes assintomaticos, detectadas por RT-PCR
(gene 5) para rotavirus do grupo C assintomaticas, sugerem que estes agentes podem ser
endémicos, causando infecgdes inaparentes, na regido de Belém do Para.

v A técnica de PCR-RFLP demostrou ser capaz de detectar diversidade de linhagens
virais.
v A incidéncia de RVC em criangas de Belém do Pard, demonstrada pela utilizagdo da

técnica de RT-PCR, revelou que o RVC colabora para a morbidade infantil, na regido estudada.
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8. PERSPECTIVAS DO TRABALHO

Para uma maior seguranga dos resultados aqui apresentados, as amostras
consideradas positivas para RVC, analisadas neste trabalho através de RT-PCR utilizando
iniciadores para o gene 5, poderdo ainda, ser reanalisadas por RT-PCR com a utilizagéo de
iniciadores que anelem em outras regides génicas dos RVC, o gene 6 por exemplo. Estas
andlises adicionais confirmariam os resultados obtidos no presente trabalho, eliminando
qualquer possibilidade de resultados positivos decorrentes de DNA contaminante (carry-over).

A identidade das linhagens de RVC com perfis distintos de PCR-RFLP, encontradas
neste trabalho, poderé&o ser analisadas por seqilenciamento genético ou por comparagdo dos
fragmentos de restricdo obtidos com as enzimas utilizadas neste trabalho com seqiiéncias ja
depositadas nos bancos de dados. As informagdes assim adquiridas, além de propiciarem a
identificacdo de novas cepas de RVC, seriam também de extrema utilidade em estudos
posteriores, que busquem o entendimento dos mecanismos de defesa imunoldgica dos
individuos infectados pelo RVC. Desta forma, poder-se-ia encontrar explicacbes para a alta
freqiiéncia de reinfecgGes ou de infecgbes crénicas causadas pelo RVC, em criangas com
menos de trés anos, conforme demonstrado neste trabalho. Este estudo complementar também
permitiria a diferenciacdo entre esses dois eventos. Tais informagdes seriam igualmente uteis
para estabelecer a eficacia das vacinas dirigidas contra este patégeno.

Investigacbes futuras sobre os RVC devem focalizar populagdes cujas caracteristicas
socio-econdmicas sejam precarias, ja que tal enfoque, possivelmente, aumentaria as chances
de contato com fontes de contaminagdo, muitas vezes, desconhecidas. A real importancia
sobre a transmissdo do RVC por animais nao é suficientemente compreendida, especialmente
em paises em desenvolvimento, necessitando de estudos adicionais. Ademais, o papel da
resisténcia do hospedeiro e os fatores que fazem estes agentes diarréicos serem patogénicos
para uns e nao para outros, oferece amplo objeto de estudo, envolvendo areas de pesquisa da
imunologia, virologia, epidemiologia e satide publica.
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