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RESUMO

A doenga diarreica aguda de etiologia viral estd associada com altas taxas de morbidade no mun-
do e, nos paises em desenvolvimento, também a mortalidade infantil. Este trabalho objetivou
detectar a presenga de rotavirus, norovirus e astrovirus em casos de doengca diarreica aguda, bem
como as principais caracteristicas epidemiolégicas associadas as mesmas. Os rotavirus foram de-
tectados pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA), enquanto para detecgao
de astrovirus e norovirus foi utilizada a técnica da reagio em cadeia da polimerase, precedida de
transcrigao reversa (RT-PCR). Das 71 amostras fecais testadas, 6 amostras (8,45%) foram posi-
tivas para rotavirus, 11 (15,49%) para norovirus e nenhuma amostra positiva para astrovirus foi
detectada. Em relacdo a faixa etdria dos individuos envolvidos, observou-se que as infec¢oes por
rotavirus ocorreram em criangas maiores de 24 meses e, por norovirus, em maiores de 12 meses.
A anilise estatistica mostrou que nao houve associagio significativa entre o género do individuo
e a ocorréncia da infecglo, tanto para rotavirus quanto para norovirus. Em relagao a distribuicao
mensal dos casos positivos, observou-se ocorréncia das rotaviroses em junho e agosto de 2010 e
em maio de 2011, meses que apresentam temperaturas mais baixas e pouca pluviosidade. Os ca-
sos de noroviroses ocorreram em diferentes meses, em ambos os anos, nao tendo sido observada
uma tendéncia de sazonalidade. Os resultados comprovaram a presenga e circulagio desses virus
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na populagio e apontaram a importante participagao dos mesmos, como agentes etiolégicos da
doenca diarreica aguda infantil.
Palavras-chave: Diarreia Infantil. Rotavirus. Norovirus. Astrovirus.

INTRODUCAO

A doenga diarreica aguda (DDA) ¢ uma importante causa de morbidade em todo o mundo e
também de mortalidade nos paises em desenvolvimento, constituindo um grave problema de satide
publica.

A DDA ¢ uma sindrome caracterizada por aumento do nimero de evacuagoes, com fezes aquosas
ou de consisténcia diminuida, podendo conter muco e sangue. A doenga ¢ autolimitada, podendo
apresentar-se de forma leve, moderada ou grave (BRASIL, 2000).

A doenga diarreica aguda tem uma etiologia variada, podendo ser causada por bactérias,
protozodrios, parasitos e virus. Dentre os virus envolvidos, destacam-se os rotavirus (RV), os norovirus
(NoV) eosastrovirus (HAstV) (PARASHAR etal., 2003; WILHELM etal., 2003; ESTES e KAPIKIAN,
2007; WHO, 2010). Todos sdo transmitidos pela via fecal-oral, sendo que os principais sintomas
clinicos sdo diarreia, vomitos, dor abdominal e febre, os quais podem se manifestar isoladamente ou
em conjunto. Uma complicagao importante e que pode levar ao ébito é a desidratacio, que pode variar
de branda a severa.

Os RV (familia Reoviridae, género Rotavirus) possuem genoma constituido de 11 segmentos
de RNA de fita dupla. Sao classificados em grupos (A a G), sendo que os do grupo A (RVA) sio os
de maior importincia epidemioldgica, por estarem associados 4 grande maioria dos casos da doenca
(ESTES e KAPIKIAN, 2007). Um recente estudo mostrou que a frequéncia de diarreias associadas aos
RVA, na populagio atendida em ambulatérios e hospitais, independente de idade, no periodo de 1977
a 2009, variou de 17,9% a 22,9% (LINHARES et al., 2011).

O genoma dos NoV (familia Caliciviridae, género Norovirus) é constituido de RNA de fita
simples e polaridade positiva, sendo classificados em cinco genogrupos (GI, GII, GIII, GIV e GV),
dos quais GI, GII e GIV jd foram detectados em humanos, acometendo individuos de todas as idades
(ZHENG et al., 2006). A prevaléncia dos NoV como causa de DDA, j4 foi descrita em diversos paises,
revelando indices que variaram de 5,5% a 39,7% (O’RYAN et al., 2000; RODRIGUEZ-GUILLEN
et al., 2005; RIBEIRO et al., 2008).

Os HAstV (familia Astroviridade, género Mamastrovirus) apresentam genoma constituido de
RNA de fita simples, polaridade positiva (WALTER e WITCHELL, 2003). Acometem, principalmente,
menores de 5 anos, mas podem ser responsdveis por surtos em adultos, idosos e imunocomprometidos
(PALOMBO e BISHOP, 1996). A associa¢io dos HAstV, em infec¢des nosocomiais, jd foi documentada,
tendo sido observada taxa de prevaléncia, variando de 2% a 16% (NGUYEN et al., 2007).

Os RV foram descobertos em 1973 e os resultados dos estudos levaram, rapidamente, a
constatagdo de que apenas a ado¢do de medidas higiénicas nao seria suficiente para impedir a ocorréncia
das rotaviroses, j4 que, mesmos nos paises desenvolvidos, os indices de morbidade também eram
muito altos. Logo, os pesquisadores concluiram pela necessidade de desenvolvimento de uma vacina.
Apds algumas tentativas frustradas, finalmente a vacina Rotarix® foi liberada para uso no Brasil, sendo
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introduzida no Sistema Unico de Satde (SUS), em marco de 2006 (BRASIL, 2006). Desde entao,
estudos epidemiolédgicos tém sido realizados por védrios pesquisadores, visando avaliar o impacto da
introdu¢io da amostra vacinal, na populagio infantil (ANDREASI et al., 2007; NAKAGOMI et al.,
2008b; MORILLO et al., 2010; GOMEZ et al., 2011).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a ocorréncia da infec¢ao por RV, NoV e
HAstV, na regiao de Juiz de Fora, no periodo de janeiro de 2010 a agosto de 2011, bem como avaliar
a influéncia de fatores demogréficos na ocorréncia e na distribuigao temporal das mesmas.

METODOLOGIA

Para este estudo, foram testados 71 espécimes fecais diarreicos, provenientes de pacientes, em
sua maioria com idade entre 0 a 5 anos, obtidos no periodo de janeiro de 2010 a julho de 2011, na
regido de Juiz de Fora, MG. Este projeto de pesquisa foi aprovado no Comité de Etica de Pesquisas
em Humanos (CEPH), da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), sob o parecer n° 058/2010.

Suspensoes fecais a 10%, preparadas em tampao Tris-Ca-HCI, pH 7,2 e clarificadas (10min -
5000 rpm) foram submetidas a técnica de extracao do dcido nucleico viral, descrita por Boom et al.
(1990). O sobrenadante contendo o genoma extraido foi submetido, primeiramente, a eletroforese em
gel de poliacrilamida (EGPA), para visualizagio dos 11 segmentos de RNA gendmico, o que permite
assim, a detecgao de RV (LAEMMLI, 1970; HERING et al., 1980). As amostras negativas para RV
foram entao, submetidas a técnica da reag¢io em cadeia da polimerase, precedida de transcri¢io reversa
(RT-PCR), para a detecgao de NoV e HastV, segundo os protocolos de FANKHAUSER et al. (2002)
e NOEL et al. (1995), respectivamente.

Para realizar as andlises estatisticas foi utilizado o programa SPSS versio 13.0 e o Teste Qui-
Quadradro, estabelecendo-se como significativo um valor de p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de janeiro de 2010 a julho de 2011, foram analisadas 71 amostras, tendo sido
identificados em 23,94% (17/71) delas, pelo menos, um dos agentes virais pesquisados. Foram
detectadas 6 amostras positivas para RV (8,45%), sendo 5 em 2010 e 1 em 2011. A positividade de
NoV foi de 15,49% (11/71), tendo sido detectadas 5 amostras positivas em 2010 e 6 em 2011. Nao
houve detecgiao de HAstV no periodo estudado (Tab. 1).

Tabela 1 - Deteccio de RVA, NV e HAstV entre jan 2010 — ago 2011, em Juiz de Fora, MG.

RV NoV HAstV
Testadas
Positivas % Positivas % Positivas %
2010 57 5 8,77% 5 8,77%
2011 14 1 7,14% 6 42,86%
Total 71 6 8,45% 11 15,49%
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Os resultados mostraram que, no periodo estudado, houve uma maior prevaléncia dos NoV
(15,49%), seguidos dos RV (8,45%), diferentemente do observado em periodos anteriores a 2007,
quando a ocorréncia de infecgoes por RV era maior que a dos demais virus entéricos aqui pesquisados
(FERREIRA, 2010). Coincidéncia ou nio, essa mudanga corresponde a implanta¢io da vacina anti-
RV (Rotarix®), no Plano Nacional de Imunizagao, através do qual, todas as criancas aos 2 e aos 4 meses
de idade, podem tomar a vacina nas unidades de satide, em todo o territério nacional (BRASIL, 20006).

A prevaléncia de HAstV normalmente ¢ baixa e a auséncia de detecgao dos mesmos neste
trabalho, provavelmente, reflete o pequeno nimero de amostras testadas.

Com relagio a distribui¢io das amostras positivas, por faixa etdria (Tab. 2), observou-se a
auséncia de ocorréncia de infec¢oes por RV, em criancas menores de 2 anos, o que pode sugerir que,
provavelmente, tenham sido protegidas pela vacinacio. Em relagio as noroviroses, foi observado que as
infec¢des ocorreram numa ampla faixa etdria, com exce¢io de menores de 12 meses (Tab. 2).

Tabela 2 - Distribuicio das amostras positivas, detectadas no periodo 2010-2011, conforme o género e a faixa-etdria.

Rotavirus Norovirus Astrovirus Total

Sexo Masculino 12,12% (4/33) 9,09% (3/33) - 21,21% (7/33)
Feminino 6,06% (2/33) 21,21% (7/33) - 27,27% (9/33)

Nio Informado - 20% (1/5) - 20,00% (1/5)

Idade < 12 meses - - - 0,00% (0/8)
12 — 23 meses - 18,18% (2/11) - 18,18% (2/11)

24 — 47 meses 12,50% (1/8) 12,50% (1/8) . 25,00% (2/8)

48 — 59 meses 20,00% (1/5) 20,00% (1/5) - 40,00% (2/5)

> 60 meses 6,90% (2/29) 17,24% (5/29) - 24,14% (5/29)

Nio Informado 20,00% (2/10) 20,00% (2/10) - 40,00% (7/10)
Total 8,45% (6/71) 15,43% (11/71) - 23,94% (17/71)

A andlise da ocorréncia da infec¢o, por género (Tab.II), mostrou que nao houve influéncia desse
na ocorréncia da DDA, tanto associada aos RV (p=0,392), quanto aos NoV (p=0,170).

A distribui¢io mensal das amostras positivas para RV (Fig. 1), no periodo estudado, permitiu
identificar uma tendéncia de sazonalidade da infec¢do. Os resultados apontaram uma maior incidéncia
das rotaviroses nos meses de maio e agosto, periodo do ano, em Juiz de Fora, que apresenta, geralmente,

temperaturas baixas e pouca pluviosidade, corroborando estudos anteriores, realizados nessa mesma
regido (ROSA e SILVA et al. 2001; ROSA e SILVA et al. 2002).
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Figura 1 - Distribui¢do mensal de RV entre janeiro de 2010 e julho de 2011

Por outro lado, a andlise da distribui¢io mensal das amostras positivas para NoV (Fig. 2),
mostrou que, no ano de 2010, eles foram detectados entre os meses de janeiro e margo e em 2011, nos
meses de marco e abril e, depois em junho e julho, nio tendo sido observada, portanto, tendéncia de
sazonalidade. Virios estudos sobre os NoV, realizados em diferentes anos, mostraram que esse aspecto

da infecgao ainda é controverso, com relatos de ocorréncia ou nao de perfil sazonal (PARASHAR et al.,
2004; VICTORIA et al., 2007; NAKAGOMI et al., 2008a; BARREIRA et al., 2010).
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Figura 2 - Distribui¢do mensal de NoV entre janeiro de 2010 e julho de 2011
CONSIDERAQOES FINAIS

A prevaléncia de RV foi de 8,45% e de NV de 15,49%, nio tendo sido detectada a presenga de
HAstV.

Em relagdo a faixa etdria dos individuos envolvidos, observou-se uma maior prevaléncia das

DDA, associadas aos RV, em criangas maiores de 24 meses, enquanto a infeccao por NoV ocorreu em
criangas maiores de 12 meses.
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As anilises estatisticas mostraram nao haver diferenca significativa quando comparado o género
do individuo e a ocorréncia da infec¢io, tanto pelos RV quanto pelos NoV.

Em relacio a distribui¢io mensal dos casos positivos, as infecgdes associadas aos RV apresentaram
uma tendéncia de sazonalidade, diferentemente do que foi observado para os NoV.

A continuidade dos estudos sobre essas viroses ¢ fundamental, nio s para se conhecer a
epidemiologia das mesmas, como também para conhecer aspectos desses virus, dados que podem ser
utilizados para estruturar futuras estratégias de prevengao, visando minimizar os impactos que essas
sindromes representam, na morbi-mortalidade infantil.

EPIDEMIOLOGICAL INVESTIGATION OF VIRAL PATHOGENS
ASSOCIATED WITH INFANTILE GASTROENTERITIS

ABSTRACT

This study aimed to detect the presence of rotavirus, norovirus and astrovirus in cases of in-
fantile gastroenteritis and to assess the major epidemiologic features of these infections. The
rotavirus detection was performed by polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and astrovirus
and norovirus detection was carried out by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
-PCR). From 71 fecal samples tested, 6 (8,45%) were found to be positive for rotavirus and 11
(15,49%) for norovirus. There was no positive sample for astrovirus in the study group. About
the age of the analyzed populace, rotavirus infections occurred mainly in children older than
24 months; norovirus, older than 12 months. No significant difference was identified between
gender and infection for norovirus and rotavirus. Analyzing the occurrence of these viruses along
the year, a higher prevalence of rotaviroses was observed on July and August of 2010 and May of
2011. As seen in this study, these viruses play an important role in the diarrheal disease and it’s
very important the realization of continuous prospective epidemiological surveillance to moni-
toring viruses associated with this disease.

Keywords: Diarrhea Infantile. Rotavirus. Norovirus. Astrovirus.
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