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Resumo

A gastrenterite de etiologia viral estd associada com altas taxas de
morbidade, no mundo, sendo nos paises em desenvolvimento, responsavel também,
por altos indices de mortalidade infantil. Este trabalho objetiva detectar a presenca
de rotavirus, adenovirus e astrovirus em casos de doenca diarréica, acompanhar a
dindmica populacional dos rotavirus e avaliar a prevaléncia e a sazonalidade dessas
infecgdes. A detecgdo de rotavirus e adenovirus foi realizada através da técnica de
ensaio imunoenzimatico (EIE). As amostras de rotavirus foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) para avaliagdo dos perfis
eletroforéticos e acompanhamento da dinamica populacional. A deteccao de
astrovirus foi realizada através da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR). Das
338 amostras fecais testadas para rotavirus, foram detectadas 61 positivas
(18,04%). A analise eletroforética mostrou a circulacdo de amostras com perfis
caracteristicos de rotavirus do grupo A, todos longos em 2005 e longos e curtos,
com predominancia dos ultimos, em 2006. Das 316 amostras testadas para a
presenca de adenovirus e das 131 testadas para astrovirus, foram detectadas 17
(5,38%) e 2 (1,53%), respectivamente. Os resultados demonstram a participacao
destes virus em casos de gastrenterite infantil e apontam para a importancia da

continuidade deste estudo.

Palavras-chave: gastrenterite, rotavirus, adenovirus, astrovirus, EGPA, EIE, RT-

PCR.
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Abstract

This study aimed to detect the presence of rotavirus, adenovirus and
astrovirus in cases of gastroenteritis in children; assess the prevalence and
seasonality of these infections and characterize the samples of rotavirus detected.
Fecal specimens were obtained from children from 0 to 5 years, suffering of
gastroenteritis in Juiz de Fora city, during 2005 and 2006. The detection of rotavirus
and adenovirus was performed by enzyme immunoassay technique (EIARA). The
positive rotavirus samples were subjected to polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE) for molecular characterization. The detection of astrovirus was carried out
by polymerase chain reaction (RT-PCR). From 338 fecal samples tested for rotavirus,
61 were found to be positive (18.04%). The electrophoretic analysis showed samples
with characteristic profiles of the group A rotavirus. In 2005, all rotavirus strains
presented long profile, in 2006 long and short profiles. Of the 316 samples tested for
presence of adenovirus, 17 were positive (5.38%). Of the 131 samples tested for the
presence of astrovirus 2 were positive (1.53%). As seen in this study, these
enteroviruses are prevalent in infant diarrhea and may play important role in the
disease development reinforcing the need of prospective epidemiological

surveillance.

Keywords: gastroenteritis, rotavirus, adenovirus, astrovirus, EGPA, EIARA, RT-

PCR.
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1. INTRODUCAO

A gastrenterite aguda é reconhecida pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) como uma causa importante de morbidade infantil, em todo o mundo.
Estima-se que, em todos os anos, ocorram aproximadamente 700 milhées de casos
de diarréia aguda, em criangas menores de trés anos de idade, principalmente nos
paises em desenvolvimento. Nestes, as taxas de mortalidade infantil também sao
altas, sendo a doenca considerada um grave problema de saude publica
(PARASHAR et al., 2003, p.565).

Dentre os virus de maior relevancia na génese da gastrenterite infantil
aguda encontram-se os rotavirus, adenovirus entéricos e os astrovirus.

Os rotavirus destacam-se como o0s principais responsaveis por
infeccdes associadas a diarréias severas, principalmente em criancas (RIBEIRO et
al., 2008, p.201). Estima-se que, em todo o0 mundo, mais de 90% das criangas com
idade inferior a trés anos sdo infectadas, pelo menos uma vez, com rotavirus,
resultando em 440.000 mortes todos os anos (WILHELMI, ROMAN & SANCHEZ-
FAUQUIER, 2003, p. 247; PARASHAR et al., 2003, p.565). Esse fato tem feito com
que os rotavirus sejam extensivamente estudados, na busca pelo entendimento de
sua patogenicidade e de formas de controle das infeccoes por eles causadas. No
Brasil, as infec¢des por rotavirus em criangas com idade inferior a cinco anos sao
responsaveis por 4.000 mortes todos os anos (FAPESP, 2006, p.61).

Os rotavirus sdo virus nao envelopados que pertencem a familia
Reoviridae e sao classificados em sete grupos antigénicos (A - G). Os rotavirus dos
grupos A, B e C estdo associados a infecgcdes em humanos, sendo os do grupo A os

de maior importancia epidemiolégica (GLASS et al., 2006, p.323; PARASHAR et al.,
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2003, p.565). Os rotavirus s&o 0s Unicos agentes infecciosos conhecidos de
vertebrados, que apresentam 11 segmentos de RNA de fita dupla, os quais séo
facilmente separados pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA).
A analise eletroforética do genoma € uma técnica muito usada para a detecg¢éo dos
rotavirus, permitindo monitorar, em surtos da doenca, a dindmica da circulacéo das
amostras virais (CARDOSO et al., 2003, p.25).

Os adenovirus pertencem a familia Adenoviridae, cujas particulas nao
possuem envelope e o genoma é constituido de DNA de fita dupla. Apresentam uma
grande variabilidade genética, o que possibilitou a sua classificacdo em diferentes
espécies e sorotipos (LEES, 2000, p. 83). Os sorotipos nado entéricos sao
responsaveis por infeccées respiratorias e do globo ocular, e os sorotipos entéricos,
40 e 41, sdo os mais freqlientemente associados as gastrenterites humanas. Em
comparacdo com as infecgdes causadas por rotavirus, os adenovirus geralmente
causam diarréia menos severa, porém por um periodo mais prolongado, podendo
persistir por semanas (SOARES et al., 2002, p. 171). As taxas de deteccédo de
adenovirus entéricos associados a diarréia infantil sdo varidveis, sendo que nos
paises em desenvolvimento, tém sido relatados valores entre 2% a 31%
(MAGALHAES et al., 2007, p.555-557).

O ensaio imunoenzimatico (EIE) realizado com anticorpos monoclonais
especificos, revelou-se um método pratico, sensivel e especifico para a deteccao
dos adenovirus entéricos e suas eventuais variantes antigénicas. Além de permitir
estudos de cunho epidemiolégico em larga escala, possibilita a identificacdo do

antigeno viral diretamente nas fezes (PEREIRA et al., 1985, p. 21-28).
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Os astrovirus séo virus ndao envelopados, cujo genoma é constituido
de uma molécula de RNA de fita simples, classificados na familia Astroviridae. A
microscopia eletrénica, a particula viral apresenta uma caracteristica configuracao
estrelar. As infeccoes provocadas pelos astrovirus acometem, principalmente,
criangas menores de cinco anos de idade (WALTER & MITCHELL, 2003, p.247).

No Brasil, a introducédo de técnicas diagnésticas, tais como o EIE e o
RT-PCR, permitiu um avanco na deteccdao destes virus e, em diversas
oportunidades, sua presenca pode ser confirmada nos casos estudados, com
indices que variaram de 2,8% a 33% (GABBAY et al., 2007, p. 534-535; VICTORIA
et al., 2007, p. 939-44).

Tendo em vista a relevancia epidemiolégica dos casos de
gastrenterites associadas a estes agentes enterais, as altas taxas de morbidade, e
os significantes gastos relacionados aos casos de diarréias causadas por estes
agentes etiolégicos, é importante o desenvolvimento de estudos da ocorréncia
destas viroses, ndo sé para conhecer a situacao em Juiz de Fora, Minas Gerais, mas
também para ampliar o conhecimento da circulacdo destes virus no Brasil. Sendo
assim, este trabalho tem por objetivo detectar a presenca de rotavirus, adenovirus e
astrovirus em casos da doencga, acompanhar a dinamica populacional dos rotavirus

detectados e avaliar a prevaléncia e a sazonalidade dessas infec¢oes.

2. METODOLOGIA
Espécimes fecais foram obtidos de criangas de 0 a 5 anos, com quadro
de gastrenterite, atendidas em unidades de saude das redes publica e privada, de

Juiz de Fora, no periodo de 2005 a 2006. Suspensbes fecais a 10% em tampao Tris-
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HCI-Ca*?, pH 7,2, clarificadas (5000 rpm/2min) foram submetidas & técnica de
ensaio imunoenzimatico para deteccdo de rotavirus e adenovirus (EIERA). Com
excecao das amostras positivas para adenovirus, as demais foram, a seguir,
submetidas a técnica de extracao do RNA viral, descrita por Boom e colaboradores
(1990). Os sobrenadantes contendo RNA viral das amostras positivas para rotavirus
foram submetidos a EGPA (LAEMMLI, 1970, p.680; HERRING et al, 1980, p.473)
para a obtencédo dos perfis de migracdo do RNA para o estudo fenotipico dessas
amostras.

A deteccao de astrovirus foi realizada através da técnica de PCR,
precedida de transcricdo reversa (RT-PCR), descrita por Jiang e colaboradores

(1993, p. 10539).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 338 amostras fecais testadas para rotavirus, foram detectadas 61
positivas, sendo 18/105 (17,1%) em 2005 e 43/233 (18,4%) em 2006, com indice de
positividade de 18,04% no periodo pesquisado. Para a deteccado de adenovirus, 316
amostras foram testadas por EIARA, tendo sido encontradas 17 positivas, sendo
4/84 (4,76%) em 2005 e 13/232 (5,6%) em 2006, com total de positividade de 5,38%
no periodo pesquisado. Em relacido aos astrovirus, das 131 amostras testadas foram
detectadas duas positivas (1,53%), sendo 1/14 (7,14%) em 2005 e 1/117 (0,85%)
em 2006, com total de positividade de 1,53% no periodo pesquisado (Figura 1).

A andlise da distribuicAo mensal das amostras positivas para rotavirus,

em 2005 foi irregular, refletindo também a irregularidade na obtencao das amostras.
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Ja em 2006, a maioria delas foi detectada entre julho e agosto, meses mais frios e
secos do ano em Juiz de Fora, corroborando estudos anteriores realizados nesta
regiao (ROSA e SILVA et al. 2002, p.2841), que apontaram a sazonalidade desta

infeccdo (Figuras 2 e 3).
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Figura 1: Distribuicao das amostras de RVA, ADV e HAstV detectadas
nos anos de 2005 e 2006.
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Figura 2: Distribuicao mensal das amostras Figura 3: Distribuicdo mensal das amostras
positivas de RTV, 2005. positivas de RTV, 2006.

No que diz respeito aos adenovirus, estes foram detectados em meses
com caracteristicas climaticas diferentes, portanto ndo apresentando sazonalidade.
A avaliacdo para os astrovirus nao foi possivel, devido ao pequeno nimero de

amostras positivas detectadas neste periodo.
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A analise eletroforética mostrou a circulacdo de amostras com perfis
presuntivos de rotavirus do grupo A, o qual é responsavel por 95% das infecgdes em
humanos (GLASS et al. 2006, p.330). Em 2005, todas as amostras apresentaram
perfil longo e em 2006, perfis longos e curtos, com predominancia dos ultimos
(Figura 4).

C 11 21 31 41 51

(@)

Figura 4: a) perfis de migracao do RNA viral de amostras de rotavirus detectadas em 2005.

C (amostra controle, de perfil longo); 1-5 (eletroforétipos diferentes, perfil longo);
b) Perfis de migracao do RNA de amostras de rotavirus detectadas em 2006: C (amostra
controle, perfil longo); 1 (perfil longo); 2, 3, 4, 5 e 6 (perfis curtos).

Assim, foi possivel evidenciar uma mudanca do padrao de ocorréncia
dos perfis eletroforéticos, revelando a variabilidade das amostras circulantes de
rotavirus em Juiz de Fora, neste periodo.

Este estudo abrangeu um periodo anterior a implantacdo da vacina
(2005), e 0 ano da introducdo da mesma no Programa Nacional de Imunizagdes no
Brasil (2006). Nao foi observada, neste estudo, uma diferenga significativa da
deteccdo dos rotavirus nos anos de 2005 e 2006. Possivelmente, este achado pode

estar relacionado a recente implantagcdo da vacina durante o periodo estudado, o
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que reforca a necessidade de monitoramento dos casos de diarréia aguda nos anos
seguintes, e a realizacdo de mais estudos visando avaliar o impacto pds-vacinal.

Esse achado corrobora as demais pesquisas realizadas no Brasil, que
demonstraram que os adenovirus entéricos foram agentes etiol6gicos responsaveis
por 2 a 31% dos casos de doenca infantil diarréica. Além disso, este estudo foi
pioneiro na regido para a deteccdo dos adenovirus entéricos, tendo permitido
esclarecer a etiologia de casos de gastrenterite, avaliados em pesquisas anteriores
para rotavirus. Nao foi observado um perfil sazonal na ocorréncia das infec¢des
pelos adenovirus, 0 que é condizente com outros estudos realizados no Brasil
(MAGALHAES et al., 2007, p.556).

A maioria das amostras positivas para rotavirus e adenovirus foi
encontrada em criancas com até 24 meses de idade, reafirmando dados da
literatura, de pesquisas realizadas na regido sudeste do Brasil (SOARES et al.,
2002, p. 175; ROSA e SILVA et al. 2002, p.2839).

As pesquisas para astrovirus sdo recentes e escassas no Brasil, tendo
sido implantada recentemente, em Juiz de Fora. Esse achado foi menor do que os
dados encontrados na literatura, segundo os quais, 0s astrovirus sdo agentes
etioldgicos responsaveis por 2,8 a 33% dos casos de doencga infantil diarréica, nos
paises em desenvolvimento, como é o caso do Brasil (GABBAY et al., 2007, p.537).
Vale ressaltar, entretanto, que estes estudos utilizaram uma amostragem muito
maior que a utilizada neste estudo.

A pesquisa de agentes virais envolvidos em casos de doenga diarréica

infantil € importante para elucidar a etiologia e fornecer dados para vigilancia
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epidemioldgica que possibilitem interven¢des publicas, no sentido da melhora da

qualidade de vida, tratamento e medidas de controle dessas infec¢des.

4. CONCLUSAO

Ao longo deste estudo, foi possivel investigarmos a ocorréncia, bem
como obtermos informagdes sobre a circulacdo de rotavirus, adenovirus e
astrovirus, no que tange aos aspectos epidemiolégicos e moleculares. O presente
estudo reforca a importancia do envolvimento destes virus em casos brandos e
severos de doenga diarréica infantil. Dada a relevancia das gastrenterites virais em
todo o mundo, verifica-se a importancia de estudos como este, que revelam a
prevaléncia e flutuacdo das amostras virais circulantes em nosso meio. Essas
informacdes contribuem ainda para a formacdo de uma base de dados, importante
para a vigilancia epidemiologica, e possivelmente, para o desenvolvimento das
politicas publicas de saude na regido. Além disso, reforca a necessidade de estudos
longitudinais na nossa regiao, a fim de que se conhecam melhores estratégias para
a prevencao e minimizagdo dos impactos que estas sindromes representam na

morbidade e internagbes hospitalares infantis.
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