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RESUMO: No periodo de 1984 a 1986, 285 amostras de fezes de criangas com
sinjomatologia diarréica foram submetidas as provas diagnosticas de ensaio
imunoenzimatico, eletrofosese em gel de poliacrilamida e microscopia elefrdnica. Destas
amostras, 15,4% foram positivas para rotavirus e 3,2% para adenovirus. Das 44 (15,4%)
amostras positivas para rotavirus pelo métedo imunocenzimatico, 37 apresentazam perfil
eletroforético do RNA caracteristico dos rotavirus. Destas gitimas, 27 foram analisadas
segundo o esquema de Lourengo et alii, 1981, tendo sido verificada grande heterogencidade
de perfis e predominéncia dos rotavirus do subgrupo 2. No periodo estudado, apenas uma

amosira do rotavirus do subgrupo i foi detectada,

DESCRITORES: diarréia infantil; adenovirus; rotavirgs; gepoma viral; RNA viral;
infecgdo por adenovirus; infeccdo por rotavirus,

INTRODUCAO

Nunerosos trabalhos foram realizados sobre a
incidéncia, distribuicfo ¢ importdncia da gas-
troenterite infantil em todo o mundo, destacan-
do-se 08 de HOLMES!S, 1979 ¢ WIATT et alii?s,
1981. Fm nosso pais, este problema tem sido in-
vestigado com mais freqiiéncia apds os trabathos
iniciais de LINHARES et alii®4, em 1977, em Be-
lém do Para, CANDEIAS et ali?, em 1978 ¢
BALDACCI et alii?, em 1979, em Sio Paulo. Va-
rios autores nacionaisi® 6212223 {8m apresentado
ou publicado dados referentes a surtos isolados
ou provenientes de materiais encaminhados para
diagnostico etioldgico da gastroenterite de pacien-
tes hospitalizados em enfermarias de pediatria, de
bergarios, creches e de visitantes de postos de saf-
de. Raramente sdo encontrados na literatura na-
clonal estudos etioldgicos ¢ soroepidemolbgicos

de surtos ou da freqtidncia da infeccdo em popu-
iagdo normal de localidades ou de cidades brasi-
feiragin.az,

A introdugdo, em 1983, por PEREIRA et ali¥
do estudo eletroforético do genoma dos rotavirus
humanos ne Brasil desperiou, conseglientemente,
o interesse por novos trabathos que vBm sendo
publicados com sua colaboragdo sobre os tipos
eletroforéticos dos rotavirus encontrados em nos-
so paists, O conhecimento da circulacfio desses ti-
pos eletroforéticos ¢ de grande importincia para
estudos epidemioldgicos.

Recentemenie, en novernbro de 1986, comuni-
cagdes sobre a incidéncia, distribui¢ic e impor-
tdncia da infecgdo por rotavirus em criangas € em
animais foram apresentados ao 37 Encontro Na-
cional de Virclogia, reajizado em S%o Lourenco,
M.G., Brasil.

* Realizado na Segio de Virus Respiratorios, Bntéricos e Ou%rss do Instituto Adolfo Lutz, $a0 Pauvlo, SP.

#t  Po [nstituto Adolfo Luiz,

#+% Da Fundacgo Inttuto Oswalde Cruz, Rio de Janeiro, RJ,
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Mosso trabalho apresenta os resultados obtidos
com 0 estudo vireldgico das amostras de fezes en-
viadas ac nosso Servico, provenienles de pacien-
tes com diagnodstico clinico de gastroenterite, per-
tendentes ao grupo etario de 0 a 5 anos, morado-
res da Grande S#o Paulo. Os resultados obtidos
sdo comparados aos encontrados em outras dreas
do pais para indicacio da incidéncia da infeccioe
dos tipos eletroforéticos dos rotavirus humanos
prevalenies nesias dreas geograficas.

MATERIAL E METODGS

Durante o periodo de janeiro de 1984 a dezem-
bro de 1986, recebemos 285 amosiras de fezes de
¢riangas de 0 a 5 anos de idade, que apresentavam
sintomatologia diarréica. Estes materiais eram
provenientes de hospitais e creches das redes pa-
blicas estadual e municipal, de alguns hospitals
particulares, laboratorios regionais e centros de
safide da Grande Sae Paulo, que previamente fo-
ram incentivados a enviar fezes para o diagnosti-
co etioldgico.

Estes materiais, guando ndo eram manipulados
no dia, eram estocados a baixa temperatura
(-70°C) até o momento de uso, Oportunamente,
as amostras de fezes eram suspensas a 10% em
tampdo TRIS-HCI 6,01 M, pH 7,3, homogenciza-
das vigorosamente com  igual volume de
FREON-113 ¢ centrifugadas a 5.000 rpm, durante
20 minutos, a 4°C. A fase aquosa era estocada a
=T10°C.

O mérodo empregado para a detecedo de rota-
virus e adenovirus foi o ensaio imunoenzimatico,
pela técnica de duplo sandwich, de VOLLER et
aliid e YOLKEN et aliide, modificada por PEREI-
RA et alii?,

A eletroforese em gel de poliacrilamida para a
analise do ARN viral foi feita peie méiodo de
LAEMMLI®, modificado por PEREIRA et aliid,
A detecgio do rotavirus foi feita pela microscopia
eletrdnica, ou pela imunomicroscopia eletrénica,
onde foi usada diluicae Stima do soro hiperimune
de coetho anti-SA-11. A técnica usada fol a de co-
loragdo negariva pelo silicotungstato de sodio, pH
7,213

Mo ensaio imunoenzimatico (E1E) foi utilizado
conjuntoe de reagentes fornecido pela Fundacio
Instituto Oswaldo Cruz, onde os antigenos sio
captados em fase sélida por soros hiperimunes de
cabras; a captura é detectada por soros hiperimu-
nes de cobaias € revelada por soro de coetho an-
ti-IgG de cobaia conjugado com peroxidase.
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Ma eletroforese em gel de peliacrilamida
(EGPA), os RNA virais foram extraidos das sus-
pensdes fecais com cloroformio - fenol ¢ precipl-
tados com alcool etilico a -20°C, por 18 horas. A
corrida eletroforética foi feita de acordo com téc-
nica descrita por PEREIRA et alii®. Em cada cor-
rida foi incluido como padrio o RNA do rotavi-
rus simio, amostra SA-IL. A coloragdo do gel foi
feita segundo HERRING Y, com pegquenas modi-
ficagbes, utilizando-se como corante ¢ nitrato de
prata.

As amostras positivas para rotavirus no EGPA
foram classificadas segundo KALICA et aliil® ¢
LOURENCO et glii,

RESULTADOS

Das 285 amostras de fezes analisadas, 44
{15,4%) foram positivas para rotavirus e 9 (3,2%)
forma positivas para adenovirus, Estes resultados
gue podemn ser visualizados na tabela 1 exibem
srande niamero de amostras até um anc de idade e
razoavel niimero de amostras na faixa etaria de 1
a 2 anos, sendo 0 nimero de amostras inexpressi-
VO nas restantes idades.

Ao estratificarmos a faixa cigria de 0 a 2 anos,
verificarnos que esta ndo possul variagio aprecid-
vel de positividade até o primeiro ano de vida; en-
tretanto, verifica-se queda aprecidvel da positivi-
dade na faixa etaria de t a 2 anos, para novamen-
te se elevar esta positividade na faixa de 2 a 3
anos. Embora o nimero de amostras seja pegue-
10 nia faixa etaria de 3 a 5 anos, ndo foi detectado
gualguer rotavirus {tabela 2).

Na tabela 1, se considerarmos somente 05 da-
dos de 8 a 3 anos, gue s80 as amosiragens de ng-
meros mais consistenies, verificaremos que houve
maior incidéncla de positividade tanto para rota-
virus {23,3%) como para adenovirus {7,0%) na
faixa ciariz de 2 anos.

Das 44 amostras de fezes positivas para rotavi-
rus, 42 (95,4%) foram obtidas através de EIE, ¢
37 {84,0%) através da EGPA. De 97 amostras tes-
1adas pela microscopia eletrénica ou pela imuno-
microscopia eletrdnica (ME/IME), 22 {22,7%)
foram positivas para rotavirus € somente uma
(1,0%) para adenovirus. Também foram detecta-
das pela ME em & materiais (6,2%) particulas vi-
rais de cerca de 75-27 nandmeiros gue ndo pude-
ram ser identificadas.

Em relacfio & concordingia dos resultados nas
285 amostras examinadas, verificou-se que houve
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TABELA

Namero e percentagem de amostras fecais positivas par rotavirus e adenovirus analisadas no periodo
1984-1986, na Grande Sio Paulo

Amostras positivas

Grupo N? de Rotavirus Adenovirus
etdrio amostias
{anos} analisadas n@ % n® %
0l 177 30 17.0 3 1,7
) 51 4 7.8 2 40
213 43 10 23,3 3 7.0
314 10 0 0.0 i 10,0
4-15 3 0 0,0 0 0.0
5-16 1 0 0,6 ¢ 0.0
Total 285 44 15,4 9 3,k

TABELA 2

Distribuicdo por faixa etdria das amostras fecais positivas para rotavirus e adenovirus analisadas no perfodo
16984-1986, na Grande Sdo Faulp

Amostras positivas

Grupo N9 de Rotavirus Adenovirug

etario amostras

(meses) analisadas ne % nt %

0-1 6 143 24 16,8 3 2,1

6 112 34 6 17,6 4] 0,0
12124 51 4 1,8 2 3.9
24 136 43 10 23,2 3 7.0
36 ~160 14 0 0,0 1 71

Total 283 44 154 g 3,1

entre os métodos de EIE e EGPA concordincia
em 271 amostras (95,19%) e discorddncia em i4
amostras (4,9%),

Pas 97 amostras examinadas pela ME, 23 fo-
ram positivas para rotavirus ou adenovirus ¢ as
restantes 74 amostras foram negativas para estes
dois virus., A copcordéngia entre ME, EIE e
EGPA para rotavirus foi de 90,7% (88 amostras)
e a discordéncia foi de 9,2% (9 amostras).

Se nos limitarmos & concordéncia entre o5 trés
métodos, ¢ considerarmos 0s resuitados somente
positivos, verificaremos que, de 28 materiais posi-
tivos pelo menos em um dos trés métodos, somen-
te 19 amostras (67,8%) foram positivas nos 3 mé-
todos utilizados. Isto porque em 2 amostras a ME
foi negativa e o EIE ¢ o0 EGPA foram positivos;
e uma amostra, a ME f{ol positiva enquanto
que, nos outros métedos, foi negativa. Em trés
amostras, a ME foi negativa juntamente com o
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TABELA 3

Comparacdo das técnicas imunoentimdtica (EIE), eletroforese em gel de poliacrilamide (EGPA) e microscopia
eletrbnica ou imunomicroscopia elefronica (MEJIME) para a detecdt de rotavirus

EIE EGPA ME/IME
Amostras Amostras Amostrag Total de
NO de amostras | positivas  [N© de amostras |  positivas §NQ de amostras | positivas amostras positivas
testadas testadas testadas
n¢ | % n? % no %
19 | 6,66 19 | 6,66 19 119,58 19
2| 070 21 910 01 000 2
31 1,05 0] 0,00 0] 050 3
210,70 0] 800 01 0,09 2
285 0 0,086 285 0] 600 7 H 1,03 i
15 ] 3,26 151 526 (G ] R Gdas' 15
14 0,35 G 0,00 {FrEy (FEH) H
01 0,00 1] 0,35 01 000 1
Toial 42 114,72 Total 37 112,97 Total 20 (20,61 44

(¥%%) = Exame ndo realizado.

EGPA, enquanto o EIE foi positivo. Finalmente,
em outras 2 amostras a ME fol positiva juntamen-
te com o EIE, e o0 EGPA foi negativo. Houve dis-
cordincia em 9 (32,1%) das 28 amostras em que
pelo menos um método resultou positivo para ro-
tavirus. Estes dados podem ser visualizados na ta-
bela 3. Por motivos téenicos algumas amostras
ndo puderam ser analisadas pela IME.

Dos 37 casos positivos para EGPA, 27 foram
estudados em ralacdo ao seu perfil eletroforético.
A tabela 4 demonstra os vérios tipos eletroforéti-
¢os detectados na Grande 53¢ Paulo nos anos de
1984 a 1986.

No decorrer de 1984, em doze amostras o perfil
eletroforético F(beda) foi detectado em janeiro, o
D(bbfa) em abril, o C{bbca) em junho e os dois
B(bbba) em agosto e dezembro. Em 1985 foram
detectados somente perfis eletroforéticos de tipo
B(bbba} nas onze amostras positivas, assim distri-
buidas: uma em margo, uma em agosto € quatro
em setembro. Em 1986, de 21 amostras positivas
uma E(bcba) e outra B{bbba) foram detectadas
em fevereiro; em margo, uma Afbaba), uma H
{caba) e cinco G{cbba); em abril, uma B(bbba);
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em junho, julho, agosto ¢ dezembro, uma
Af{baba}) cada més.

A dnica amostra do subgrupo Icacb), perfil
curto, foi detectada em outubro de 1986, entre to-
das as 37 amostras positivas estudadas nestes trés
anos. Todas as outras, com exceclo de duas de
perfil nfo determinado, pertenciam ac sub-
grupo 2.

Das onze amostras de 1985, quairo B(bbba) fo-
ram procedentes de surto de gastroenterite no De-
partamento de Pediatria do Hospital Emilio Ri-
bas, S&0 Paulo, nos meses de agosto ¢ setembro.

Em 1986, a partir de um surto de diarréia numa
creche da prefeitura, foram estudadas 19 amos-
tras de fezes, incluidas no presente trabatho, das
quais 7 foram positivas para rotavirus no EIE;
destas 7 amostras, 5 apresentaram perfil eletrofo-
rético compativel com o subgrupo 2 do tipo
Gicbba).

Na figura da pégina seguinte apresentamos a
incidéncia de rotavirus e adenovirus durante o pe-
riodo de 1984 a 1986, distribuidos nos doze meses
do ano.
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TABELA 4

Resultados das eletroforeses dos RNA das amostras de fezes humanas positivas para
rotavivus, da Grande Sdo Paulo [1984-86)

Grrupos Ti Bistribuicfo de casos
Rotavims eletroforéticos Ipos nos &nos
eletrofo- Total
Sub-grupos 6 %

I i 11 v feticos 1984 1985 1986
1 ¢ a c b - 3 0 1 1
b a b a A G 0 5 5
b b b a B 2 6 2 i
b b C a C 1 0 G 1
2 b b f 2 ] 1 0 0 1
b o b a B O 0 1 1
b ¢ b 3 ¥ 1 0 i 2
c b b a G G 0 5 5
c a b a H 0 0 1 i
Indeterminados - 4 3 3 ig
Eletroforeses negativas 3 2 2 7
Total de amostras analisadas 12 it 21 44

{¥} = As letras maitsculas sdo denominacdes dadas pelos autores para facilitar a compreensic do texto.

DISCUSSAO

Embora tenhamos recebido 480 amostras no
periodo fixado, somente 285 puderam ser avalia-
das porque preenchiam os reguisitos necessarios
para identificacio, isto &, dados como sexo, idade
¢ gualguer sintoma ou sinal compativel com -0
diagnostico de gastroenterite.

Os resuitados de 15,4% de pacientes positivos
para rotavirus ¢ 3,2% para adenovirus na faixa de
0 a 5 anos de idade eram esperados € comparaveis
com outros achados de antores nacionais? 1.22.23,

No exterior, varios autores tém estudado a inci-
déncig de rotavirus e adenovirus em criancas com
diarréia, SEN et glii3}, em Calcutd, encontraram
7,6% de positividade para rotavirus; FAGBAMI
et alii’, na Nigéria, encontraram 2[,0% ¢ PA-
NON et alii28, em New Caledonian, encontraram
14,2% para o mesmo virus, Na ltalia, CEVENI-
NI et alii4, estudando criangas de 6 a 24 meses,

82

durante dois anos, encontraram 26,7% de rotavi-
rus ¢ 17,6% de adenovirus.

Recentemente, em 1986, no Rio de Janeiro,
GUIMARAES et aliil.1? estudaram criangas de
favelas, achando 6,7% de positividade para rota-
virus ¢ 3,5% de positividade para adenovirus. Em
Ouro Preto, M.G., LANNA ¢t 3lii?! descreveram
que no periodo de 1985 ¢ 1986 foram encontrados
15,6% de amostras positivas para rotavirus e
4,1% de amostras positivas para adenovirus de
pacientes com diarréia. GONTIIO et alii!y, em
Betc Horizonte, encontraram 21,05% de rotavi-
rus nositivos e 4,6% de adenovirus positivos no
periodo de 1984 a 1983,

Nossos resultados para rotavirus apontam per-
centagem similar aos achados de GONTLIO et
alii'? em relacdo 4 incidéncia na faixa etaria de ze-
ro a 11 meses.

Em relagao a distribuicso dos nimeros mate-
riais (amostras testadas) nestes irds anos, 1984 g
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1986, agrupados nos respectivos meses, nfo pude-
mos iferir gualquer cardter sazonal da gastroen-
terite causada pelos rotavirus porque estes resui-
tados sdo de materiais cuja sistematizacio de co-
lheita infelizmente nio esteve sob nosso controle.
Entretanto, como se pode observar pelo grafico
construido {p. 81} na base da somatéria de resul-
tados positivos para rotavirus ¢ adenovirus sepa-
radamente, ¢ considerando arbitrariamente os re-
sultados naqueles meses em que o nimero de ma-
teriais foi maior gue uma dezena, verificamos gue
a distribuicfo dos casos positivos se mantém em
patamares sem grandes variagdes mensais. Obvia-
mente, ndo foi considerado o nimero apresenta-
do em fevereiro e jutho para os dois virus pela exi-
ghiidade da amostragem.

Em geral, a sensibilidade dos métodos utiliza-
dos também mostrou resultados semelhantes aos
relatados por outros autorest.t1.38,

Nossos resultados mostraram, tendo em vista o
perfil eletroforético dos rotavirus, que em [984
circularam pela Grande S3o Paulo quatro tipos
eletroforéticos diferentes (bcda, bbfa, bbca,
bbba) pertencentes ao subgrupo 2, perfil longo.
Ademais, que em 1985 somente foi detectado o ti-
po eletroforético bbba, sendo que 4 amostras fo-
ram provenientes de surto de gastroenterite em
ber¢ario do Hospital Emilic Ribas e outras
2 amosiras, de locais diferentes, Das 11 amostras
positivas neste ano, 2 foram negativas em EGPA ¢
3 ndo foram analisadas quanto ao perfil eletrofo-
rético, por razdes técnicas, Em 1986, circularam 6
tipos eletroforéticos diferentes de rotavirus do
subgrupo 2 {bcba, bbba, baba, caba, cbba, beda).
Somente foi constatada a presenca de uma Unica
amostra positiva de rotavirus do subgrupo 1
(cach}.

E interessante comentar gue em Sio Paulo, en-
tre 1979 ¢ 1981, foram detectadas 5 amostras do

rotavirus pertencentes ao subgrupo 1, perfil
(cheb), contrastando com nosso achado de so-
mente uma amostra do subgrupo 1, perfil {cach),
nos trés anos estudados (1984-1986). Cabe salien-
tar, ainda, que tanto o perfil eletroforético da
amostra do subgrupo I {cach) quanto os perfis do
subgrupo 2 por nods detectados diferem dagueles
encontrados por PEREIRA et alii*t, no Rio de Ja-
neiro, Sdo Paulo e Pard em 1979-1981. J4 os per-
fis eletroforéticos do subgrupo 2 {bbba, bcba,
cbba) foram detectados por nos e por HOULY et
aliitt em Maceid, no periodo de 1982-1983.

Em nosso trabatho como em outros sobre ¢ as-
suntos.6.8:19.26.27 verificou-se a grande heterogenei-
dade nos perfis eletroforéticos apresentados, ates-
tando a grande variagio genética do rotavirus, re-
fletinde a predomindncia das infecgdes pelo rota-
virus do subgrupo 2.

Se determinados perfis do rotavirus correspon-
dem a maior ou menor infectividade, causando
surtos de maiores proporgdes, ndo sabemos; en-
tretanio, convém assinalar para futuras investiga-
¢oes que os rotavirus do subgrupo 2, perfis (bbba
¢ ¢bba), foram responsdveis por surto de gas-
troenterite na enfermaria de hospital e na creche
estudadas.
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ABSTRACT: In a period of (584 1o 1986, 285 faecal specimens from children with

diarrhea were submitted to enzyme immunoassay, polyacriamide-gel electrophoresis and
electron-microscopy tests. Of the 1otal 285 specimens, 15.4% was positive for rotavirus and
3.2% positive for adenovirus. ©Of 44(i15.4%)} positive specimens positive in enzyme
immunoassay, 37 showed elecirophoretic patterns proper {o human rotavirus. Of these, 27
were analysed according to Lourengo’s scheme (1981) showing a great heterogenicity of
electrophoretic patterns and predominance of rotavirus of subgroup 2. Only one sample of
rotavirus of subgroup 1 was detecied in ihe study.

DESCRIPTORS: diarrhea, infantile; adenovirus; rotavirus; viral genomes; RNA, viral,
genes, viral; adenovirus infections; rotavirus infections.
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