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1. INTRODUQRAO

Us rotavirus sfo wvirus icosaedricos classificados
dentro da familia Reoviridae, cujas particulas completas t@m um
duplo capsideo (interno e externo) e, pela forma em roda com que
estes se apresentam em microscopia eletrdnica, foi-lhes dado o
nome de rotavirus (39)  as particulas completas medem
aproximadamente 7@ nm de didmetro e também s3o conhecidas como
particulas lisas ou ‘“smooth”, pois a margem mais externa do
capsidep externo possui uma aparéncia circular lisa e bem
definida. As particulas incompletas ou particulas rugosas ou
“rough'" s30 assim denominadas devido a perda do capsideo externo
liseo e medem aproximadamente S5 nm de diametro. Dentro do
capsideo interno estd o cerne, que mede em torno de 37 nﬁ de
didmetro e que contém o dcido nucléico viral (939) 0 genoma deste
grupo de virus, com um peso molecular total de 11 a 14 x 106 &
composto por RNA de dupla fita {"double stranded” ,ds),
segmentado, com 11 segmentos de peso molecular variando entre ¢.2
a 2.0 x 10% (31)  Na eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA)
o acido nucleéico .viral pode ser visualizado e pela ordem de
migra¢8o dos 11 segmentos, o segmento de RNA mais lento @
denominado segmento 1 e assim sucessivamente (44)

A camada interna do capsideo ¢ composta por pelo menos

4 proteinas estruturais (VP1, VP2, UP3 e VUP4). A proteina VP4,

com peso molecular de 125.000 & codificada pelo 12 segmento



gendmico e uma pequena quantidade desta esta presente no virion,
sugerindo dque esta possa fazer parte de um complexo enzimatico,
apresentando uma certa homologia com a RNA polimerase (203 g
proteina VP2, codificada pelo 22 segmento gendmico, com um peso
molecular de 102.00@, & encontrada em grande concentragio no
capsideo interno (64} NZo se conhece bem a sua fungSo. Talvez
tenha alguma interag¢do com RNA e, conforme relatado por alguns
autores, essa proteina possui uma maior afinidade para RNA
éimples fita ("single stranded”,ss) do que pars RNa(ds). A VP2
inicia = encapsidagdo, condensando-se em torno dos 11 segmentos
em uma unica fita simples de RNA, para ent3o, formar uma
particula madura do cerne, apds o qual ocorre a sintese de
RNA(ds). Essa liga¢80 do VP2 ao RNA € compardvel a ligagSo
celular de proteinas ligantes de RNA e, provavelmente n3o seja
uma associac3o firme e irreversivel (11} 4 proteina estrutural
em menor concentracdo ("minor") ou seja a VP3, com peso molecular
de 98.000, & codificada pelo 32 segmento gendmico e, em gel de
poliacrilamida, pode migrar juntamente com a proteina VP4 do
capsideo externo. Por sua homologia com RNA-polimerases de outros
virus, foi sugerido que essa proteina também estaria envolvida na
replicac8o do dcido nucléico viral (49) A proteina UPS, que @
aquela encontrada em maior quantidade no virion possui um peso
molecular aproximado de 42.00@. € codificada pelo 62 segmento
genomico, sendo altamente imunog@nica e antigénica. Contém o

antigeno especifico para subgrupo e sorogrupo dos rotavirus e

também epitopps comuns para o grupo A de rotavirus (37, 1e4)



0 capsideo externo contém 2 proteinas estruturais, VP4
e VP7. A proteina VP4, rom peso molecular de 88.000, representa a
hemaglutinina wviral., g codificada pelo 42 segmento gendmico e,

biologicamente, € considerada como um dos antigenos responsaveis

pela producdo de anticorpos neutralizantes 547), como
determinante de wviruléncia e crescimento dos rotavirus em
culturas de células ¢(B1) N presenca de tripsina, a VP4 e

clivada nas proteinas VUPS* com peso molecular de 60.000 e VPB*
com peso molecular de 28.000 e dessa clivagem reﬁulta-um aumento
da infectividade wviral 21, 3@)  Alguns autores tém sugerido
que a VP4 induz imunidade em animais e c¢riangas. devide & sua
imunogenicidade ¢(B1)

A glicoproteina VP7, com peso molecular de 37.000, ¢ o
principal antigeno de neutralizag3o dos rotavirus e serve como
base para determinagSo dos sorotipos deste grupo de virus (6%,
?6) Estudos iniciais, onde rotavirus recombinantes 530
analisados quanto especificidades genotipica e antigénica,
indicaram «que a8 maioria dos anticorpos neutralizantes estavam
direcionados contra a proteina VP7, que € codificada pelos
segmentos genBmicos 7, 8 e 9, dependendo da cepa viral (3%, 69)

_ Além dessas 6 proteinas estruturais, s8o conhecidas
também as 5 proteinas n3o estruturais’(N826, NS28, NS34, NS35 e
N833}). No entanto, pouco s& sabe sobre as suas fungbes e supbe-se
que essas pProteinas exergcam algum papel no ciclo de replicac3o
viral. Em relag8o a proteina NS24, ainda ha dividas se o produto

do 112 segmento gendmico, com peso molecular 21.000, +az parte do



virion. Contudo, primariamente ela era classificada camo
proteina estrutural (31} &, recentemente, como proteina n3o
estrutural (9%}  Esta situac8o, no entanto, ficou esclarecida
quando se conseguiu preparar antissoro especifico anti-NSRé e
tornou~se disponivel a expressio do gene clonado e sua respectiva
$equénﬁia de nucleotideos ¢74)  Atualmente, sabe-se, que a
referida proteina estd localizada no viroplasma e isso sugere que
a mesma possa estar envolvida na replicac3o do RNA (E8)  p
glicoproteina NS28, com peso molecular 20€.000, € codificada pelo
102 segmento gendmico. Recentemente Kabcenell et alii (51,
demonstraram por imunofluorescéncia, usando anticorpos
monoclaonais especificos para NS28, que esta proteina estad
localizads na periferia do corpo de inclus8o wviropladsmico
encontrado no citoplasma de células infectadas por rotavirus,
Esta proteina estd envolvida na morfogénese e sua fun¢io ¢ de
receptor de RNA(ss) (73) p proteina N834, codificada pelo 79
segmento gendmico , com peseo molecular 34.€00, tem sido
encontrada em complexos isolados de células infectadas que contém
atividade de vreplicagBo. Esse dado sugere que a NS34 pode ser
também um componente da replicac3o viral (41) A proteina NS35
com peso molecular 36.000, pode ser codificada pelos segmentos 7,

8 ou 9, dependendo da cepa do virus. Através de experimentos

imuno-citoquimicos essas proteinas tém sido localizadas em
associagl8o com o viroplasma em células infectadas <86), sendo
detectadas em particulas subvirais isoladas de células

infectadas e caracterizadas por possuirem atividade de
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replicag8o. A proteina NS33 com peso molecular S8.000, e
codificada pelo 952 segmento gendmico e tem sido encontrada em
células infectadas, mas n3o em particulas do virus (44}

A proteina VPé que define a especificidade de grupo dos

rotavirus esta localizada no capsideo interno e constitui
aproximadamente S1% das proteinas do virion (44} g conhecida
também como proteina “major”. Através de testes de ensaios

imunoenzimdaticos ou hemaglutinag8o por imunoaderéncia tém sido
detectados antigenos de subgrupos sorologicamente distintos,
designados como subgrupos, I e II ¢79), ou simplesmente antigenos
SI ou SIT (122)

Logo apods a descoberta dos rotavirus humanos ficou
estabelecido que todas as amostras possuiam um antigeno comum,
situado no capsideo interno (1240 ApOs constatacSo de que as
especificidades soroldgicas encontradas entre os rotavirus nos
testes_ de fixac3o de complemento (F.C.), imunomicroscopia
eletrdnica (IME) € ensaios imunoenzimaticos (ELISA) eram
distintas das especificidades neutralizantes e que, além do mais,

elas eram codificadas por genes diferentes, Kapikian et alii

(36), propuseram uma classificac3o soroldgica para os rotavirus,
onde 0% termos subgrupo e sorotipo foram adotados,
respectivamente, para designar estas diferencas. Conforme propds

a Organizac3o Mundial de Saude (OMS) (122), os subgrupos de
rotavirus s30 designados por nimeros romanos e até o momento
existem apenas dois subgrupos descritos, denominados I e II. s

sorotipos s83o0 designados por numevos arabicos, conhecendo-se ate
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o momento & sorotipos humanos, 1, 2, 3, 4, 8 e 9 (2, 20)
Recentemente, Urasawa et alii (118), através de testes - de
neutralizag3o com antissoro hiperimune, sugerivram a existéncia de
mais sorotipos, diferentes dos & previamente reconhecidos de
rotavirus humanos.

Os antigenos que determinam o sorotipo est8o
localizados em duas proteinas do capsideo externo dos rotavirus:
a glicoproteina VP7 codificada pelo 72, 82 ou 92 segmento
gendmico, que se constitui no determinante primério da
especificidade de sorotipo e a proteina VP4 codificada pelo 40
segmento gendmico, que representa a hemaglutinina viral e exerce
um papel secunddario na especificidade de sorotipo. Estudos
iniciais falharam em identificar o produto do segmento 3 e a
proteina do gene 4 ers denominédo de vp3 (67 Estudos recentes
mostraram que o gene do segmento 3 codifica uma protéina
estrutural localizada no capsideo interno que, povr coeréncia, foi
denominada VP3 e o produto do gene 4 +toi designado vp4 (64)

Através de estudos pela técnica de reagSo de
neutralizac80 em placa observou-se que antissoros hiperimune
levavam a neutralizacHo de 2 sorotipos de rotavirus isolados de
crianca recém-nascida. Uma andlise soroldgica e gengtica deste
rotavirus indicou que as proteinas VP4 e VP7, do capsideo
externo, participavam separadamente em relag8o aos 2 sorotipos,
Isto significa <que a especificidade de neutralizagio dessas
proteinas € independentemente segregada na natureza. Por isso a

necessidade do sistema de classificacSo bindria de rotavirus ter



sido sugerida para iddentificar o papel independente de
especificidade de neutralizag3o de VP7 e VP4 (477

Para identificar os sorotipos de rotavirus, em relagdo
a especificidade antigénica da glicoproteina VP7, utiliza-se o
prefixo G, derivado de glicoproteinas. Até o momento est3o bem
estabelecidos 11 sorotipes (Gt a G11) (93, 108)  para 3
especificidade da proteina VP4, utiliza-se o prefixo P, pelo fato
desta proteina ser sensivel a proteases. Apesar de 9 diferentes
especificidades de VP4 terem sido relatadas, ﬁ tipagem
sistemdtica de rotavirus humano e de origem animal, em relaglo a
VP4, nZ8o foi ainda realizada ‘198) pentro dos 11 sorotipos
conhecidos, & destas s8o de rotavirus humanos do grupec A,
designédns por Gl a G4, que s3o mais frequentemente encontrados
e, GB e B? descritos recentemente (99). Urasawa et alii (116},
sugeriram a existéncia de um 72 sorotipo humano que éeria
sorologicamente distinto dos outros ji descritos.

Os outros 4 sorotipos est3o bem estabelecidos como de
origem animal, sendo o sorotipo G5 de suinos e equinos, sorotipo
G6 de bovinos (18®), gorotipo G7 de aves, sorotipo Gl1 de suinos
e sorotipo G190 de bovinos (198)

Conforme Kalica et alii (52), os 11 segmentos do dcido
nucléico wviral dos rotavirus estfo distribuidos em 4 classes de
acordo com seus diferentes pesos moleculares. Assim, na classe I
estl3o incluidos os 4 segmentos (1 a 4) com peso molecular entre
1,4 a 2.4 x 105; na classe II, 2 segmentos (5 e &) com peso

molecular de .75 e 1,18 x 1@6; na ciasse 1III outvros 3 segmentos
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(7 a 9) com uma variagcdo no peso molecular entre ©,5 a 0,3 x 10°
e, na classe IV os dois segmentos (1@ e 11) com menor peso
molecular de ©,15 e ©,28 x 10%. A pigragHo destes segmentos de
RNA em eletroforese em gel de poliacrilamida possibilitou a
caracterizag3o de um padr8o tipico de migra¢3o de rotavirus do
grupo A,

Em 1978, Kalica et alii (54) observaram que comparando
os segmentos de RNA de rotavirus humanos, ocorriam diferengas de
migracdoc do RNA viral intra-—espécies. Vériqs cutros. trabalhos
citados por Estes et alii (31), confirmaram a grande diversidade
do genoma, tanto dos rotavirus humanos como dos rotavirus de
outras espeécies animais.

Numa tentativa para distinguir e caracterizar melhor
estas diferencas no padr3o de migrag3o de RNA dos rotavirus,
Lourenco et alii (69), propuseram um esquema de classi?iéacﬁo
onde, além dos 11 segmentous serem agrupados nas 4 classes ja
referidas, seriam identificadas as diferengas existentes na
migrac3o relativa dos segmentos dentro de cada classe, tendo como
padr&o o RNA do rotavirus SAll, isolado de macacos.

Esse padrio de migrag3o de RNA dos rotavirus ou
eletroforetipos, ¢ observado através da eletroforese em gel de
poliacrilamida <(EGPA) e € caracteristico e constante para as
diferentes cepas de virus, Os rotavirus do Yrupo A,
identificados em varios paises, exibem uma grande quantidade de

eletroferotipos diferentes (17, 49, 100) A determinac3o do

eletroferotiro ¢ importante em estudos epidemiolduicos, pois



pode~se determinar a prevaléncia de diferentes cepas de rotavirus
em localidades e épocas distintas e também determinar a origem de
surtos de gastroenterites por estes wvirus. Entretanto, o
eletroferotipo n8So pode ser utilizado para a classificaglo
sorologica pois existem rotavirus do mesmo sorotipo com
eletroferotipos diferentes e rotavirus de sorotipos distintos com
o0 mesmo padrio eletroforético (837

A respeito de uma possivel correlag8o entre os tipos
eletroforéticos e especificidades antig@nicas dos Irctavirus,
Kalica et alii (353), encontraram uma correlag8oc entre o padrio de
migrac8o de dcido nucléico, mais precisamente dos segmentos 10 e
11 e o subgrupo antigénico. Quando os 2 segmentos apresentavam
uma migragio mais lenta este padr3o era conhecido como padrio
"curte”, enquanto que, a migra¢lo mais rdpida correspondia ao
padrio "longo". ’

Uma outra classificac30 em relac3o a estes padrBes foi
descrita e denominada padr3o "super-curto”, onde a migracSo do
segmento 11 & mais lenta ainda que a do padr3o curto 717 Mais
recentemente, este padr3o também foi encontrado em amostras de
rotavirus bovino (111). Para estes ,otauirus de origem animal n3o
foi possivel a sua classificacfo quer no subgrupo I quer no
subgrupo II (46, 104)

Em relag8o aos rotavirus humanos, o padr3o curto e
super curto correspondiam ao subgrupo I, enquanto que o padrio
longe ao subgrupo II ‘2, 48) porém, através da andlise genetica

de varias amostras de rotavirus recombinantes, ficou demonstrado
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que o antigeno de subgrupo se localiza na proteina VP&,
codificada pelo segmento gendmico 6. Jd o padrSoc longo e/ou curto
€ determinado por alteragcdes na mobilidade somente do segmento
11 do RNA wviral e n3o na redu¢io da mobilidade de ambos os
segmentos 10 e 11 (27)

Nakagomi et alii (77), foram os primeirocs a mencionarem
a detec¢do de rotavirus humanos do subgrupo I com padrioc longo de
migragio do RNA. Recentemente, varios autores tém relatado o
aparecimento de rotavirus humanos do grupo A com especificidade
para subgrupo I e padr3c longo de migrac8o eletroforético e esses
dados constituem fortes evidéncias da nSo validade da liga¢lo
subgrupo ao eletroferotipo dos votavivrus do grupo A (36, 116)

Desde 1980, os rotavirus do grupo nio-A, atipicos, ou

“pararotavirus” tém sido relacionados a diarréia em porcos,
galinhas e em humanos (13, 797 Estes wvirus, apesar de
aprasentarem a mesma morfologia dos rotavirus do garupo A,

possuem antigenos de grupo diferentes, nSo sendo assim detectados
nos testes soroldgicos utilizados na rotina para os rotavirus do
grupo A, onde anticorpos especificos anti-grupo A s3o utilizados.
Embora os rotavirus atipicos conservem os 11 segmentos de RNA,
seus perfis eletroforéticos s¥o claramente distintos ¢10., 14)
Isto permite a sua identificaglo preliminar e sugestiva,
principalmente pela auséncia do agrupamento da triade de RNAds da
classe III do grupo A, ou seja, dos segmentos 7, B e ¢ (139) 4,
também, em menor proporg¢3c, diferencas relacionadas a classe II.

O0s rotavirus atipicos podem também se distinguir entre sfi
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sorologicamente e pela eletroforese (?8) Até o momento, sio
recanhecidos & grupos soroldgicos antigenicamente distintos (A a
F) e mais um grupo G do qual existem evidéncias preliminares
(13) | Rotavirus dos grupos A, B e C tém sido encontrados tanto em
humanos como em animais e rotavirus dos grupos D, E e F, tém sido
detectados somente em animais (287

0 grupo B de rotavirus € também chamado de rotavivus da
diarréia do adulto (ADRV), e se tornou conhecido apds epidemia de
diarréia aquosa em adultos na China em 1982. Estudos
soroepidemioldgicos t&m demonstrado que anticorpos especificos
pPara 9grupo B em soro humano raramente s3o encontrados em outras
regifies além da China (92, 990)

0s rotavirus do grupo C foram detectados em humanos e
suinos causando severa diarréia. A maioria dos casos humanos tem
sido esporadica ou ocorrrendo em pegquenos grupos, apesar de Eerem
sido relatadas epidemias na Inglaterra 17, 18) o ap3e (7@
Devido a baixa prevaléncia em humanos contrastando com a alta
frequéncia em porcos, Saif et alii (91), sugerem que a rotavirose
humana causada pelo grupo C possa ser uma zoonose.

Para a identifica¢8o e caracterizac3o dos rotavirus, a
primeira teécnica utilizada foi a microscopia eletrBnica (M. E).
Bishop et alii (8), examinando finas sec¢Bes de bidpsias de
mucosa dugdenal obtidas de <crian¢as com diarréia aguda,
detectaram particulas virais, denominadas wmaisg tarde de
rotavirus. Logo em seguida, pelo mesmo método, Flewett e Bishop,

identificaram rotavirus em fezes (B, 32). ggte metodo POSSUL
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vantagens pela sua grande especificidade e pelo fato desses virus
possuirem uma morfologia distinta e caracteristica, n3e havendo
necessidade de se usar a3 técnica de imuno microscopia eletrfnica
(I.M.E). Além do mais a M.E permite a detec¢lo de rotavirus do
grupo n3o-A, jd que estes apresentam morfologia semelhante (112)
Quando ha poucas amostras a serem analisadas esse ¢ o método de
diagndstico mais rdpido, uma vez que as amostras de fezes podem
ser coradas com a&acido fosfotungstico (PTA) e examinadas
diretamente em poucos minutos, permitindeo a detecgio de
rotavirus em aproximadamente 90% dos casos (128

Uma das grandes dificuldades do estudo dos rotavirus
foi sua n8o adaptag3o aos cultivos celulares rotineiramente
usados. Ao iﬁvés de efeito citopatico foram observadas infeccBes
abortivas e 0 wvirus infeccioso nSo podia ser passado
seriadamente nos cultiveos celulares, As amostras de rota;irus
humanos mostraram umé maior dificuldade em serem cultivadas,
quando comparadas com as amostras de origem animal. 0O primeiro
rotavirus humano a ser cultivado em cultura de tecidos +oi o
mutante Wa, obtido apOs passagens sucessivas em suings
gnotobidticos e adaptado ao crescimento em células primarias de
rim de macaco (AGMK). 0 uso de culturas celulares em linhagem
continua, como a MA-104 e a descoberta das propriedades
"ativadoras” da tripsina nos rotavirus, facilitaram o isolamento
desses virus (7¢?

Estes et alii (30), descreveram o mecanismo molecular

da ativaclo dos rotavirus pela tripsina. A adig3o desta, permite
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a clivagem proteolitica da proteina VP4 do capsideo interno,
resultando em UPS# ‘e VPB%*, convertendo ag particulas n3o
infecciosas em infecciosas, pelo favorecimento da penetrac3c do
virus nas células.

Mais recentemente foram desenvolvidas técnicas diretas
do cultivo de rotavirus humanos e de animais com o usoc de
culturas tipo "roller”. Esta técnica consiste no pré—-tratamento
do wvirus com tripsina, incorporacdo de tripsina ao meio de
manutengdoc e uso de linhagens celular MA-104 em tubos rolantes
com incubag3o a 37° € das culturas inoculadas. A adaptac3oc dos
rotavirus em cultivos celulares permite a quantificacio das
particulas wvirais através de plaqueamento bem como grande parte
das amostras fecais positivas para rotavirus do grupe A podem ser
cultivadas por este método ¢%4). 0 desenvolvimento de técnicas de
cultivo para diferentes amostras de rotavirus Possibi}itéu a
identificag8o0 do virus por ensaios convencionais, que incluem a
neutralizac3o do efeito citopdtico, redu¢30 no ndmero de placas e
a interferéncia viral (99)

0s rotavirus dos grupo n8o-A s3o considerados como de
dificil cultivo, mas Jja existem alguns trabalhos sobre =a
propagacdo de virus dos grupos B e C em células primirias (109,
113

A propagagao dos rotavirus em linhagens celulares
continuas foi um passo extremamente importante, pois se tornou
possivel obter uma maior quantidade do wvirus, facilitando g

execugso de tecnicas soroldgicas e geneticas mais modernas,



i4

aplicadas ao estudo desses virus. Anteriormente estes estudos
tinham que ser realizados com rotavirus purificados diretamente
das fezes, o 4que se constituia em um Fator limitante pela
quantidade de virus obtida (22. 60}

0 teste soroldgico mais utilizado para a detec¢8oc de
rotavifus € o ensaio imuncenzimdtico (ELISA), uma vez que se
trata de uma prova rapida, especifica e altamente sensivel. 0
ensaio pode ser realizado de diferentes modos (183} &, a técnica
mais comumente usada ¢ a chamada de sanduiche duplo (118) Neste
ensaio, amostras em teste 30 adicionadas em concavidades de
placas pldsticas ou ent30, em pérolas previamente cobertas com
anticorpo de captura. A presencga dm.antigeno € subsequentemente
determinado pelo 22 anticorpo preparado em um animal de espécie
diferente da wusada para preparo do soro de captura. 0 29
anticorpo ‘“detector” ¢ ent3o revelado pelo anticorpo ant{wlgﬁ
especie-especifico, conjugade com uma enzima que na reagcio
apresenta uma colorag3c com um substrate apropriado. J3i na
detecgio de rotavirus do grupe B, mede-se o0s anticorpos
direcionados contra esses virus, através do uso de imunoreagentes
especificos com anticorpo monoclonal para o grupo B (78)

Com o mesmo teste de ensaio imunoenzimdtico, usando
antissoros absorvidos ou anticorpo monoclonal sorotipo especifico
(anti-VP7) pode-se, tambem, identificar cada um dos & sorotipos
de rotavirus humanos distintos e ja bem definidos (7). Dessa
mesma forma, com a utiliza¢8o de anticorpo monoclonal subgrupo

especifico (anti-VP&), pode-se determinar os subgrupos I ou 1II
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dos rotavirus do grupo A (397,

Para uma andlise mais especifica do sorotipo foi
desenvolvide o ensaio imuncenzimdtico competitivo, que mede a
resposta imune epitopo~especifica para sorotipo individual de
rotavirus, avaliando~se assim, a resposta epitopo caracteristica.
Nesta técnica, emprega-se o soro teste como reagente bloqueador e
os anticorpos monoclonais como reagente detector (%60

Em se tratando de uma triagem para o diagndstico de
rotavirus diretamente das fezes, o teste de eletroforese em gel
de poliacrilamida (EGPA) € o mais comumente wutilizado, por se
tratar de um teste rdpido e sem a necessidade da utilizac8o de
reagentes soroldgicos especificos. A técnica de EGPA permite o
diagndstico dos rotavirus devido a sua capacidade de separar com
facilidade os 11 segmentos de RNA(ds) tipicos deste garupo de
virus, através da variac3o da migrag3o no gel de poliacrila%ida.
Determina-se assim o0s eletroferotipos, que s8o importantes em
estudos epidemioldgicos, pois pode-se avaliar a preval@ncia de
diferentes cepas de rotavirus em localidades e dépocas distintas,
como também determinar a origem de surtos de gastroenterites por
rotavirus.

A drande vantagem deste teste € que os rotavirus dos
grupe A e n3o-A possuem perfis claramente distintos e assim o
possivel a identificagHo preliminar e sugestiva dos rotavirus
ndo-A, pela auséncia da triade de RNAds da classe III do grupo A

e também, em menor proporg8o, das diferencas relacionadas a

classe II (13)
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Evidentemente, a grande desvantagem desta teécnica & que
n3do ée pode wutiliza-la para a classificacg3o sorologica,
necessitando de outro método especifico, pois existem rotavirus
com mesmo sorotipo e com padrdes eletroferotipos diferentes e
rotavirus de sorotipos distintos com o mesmo padrio
eletroforético (85}, como mencionado anteriormente.

Um método bastante sensivel e altamente especifico na
detecg3o de rotavirus em fezes e baseado na hibridizagido "in dot"”
de RNA(ss) de rotavirus marcado por transcrigio &om RNA(ds)
desnaturado e imobilizado sobre uma membrana de nitrocelulose
(33), Este método mostra excelente concord@ncia com outros testes
tais como M.E, EGPA e ELISA.

A técnica mais recentemente desenvolvida para tipificar
rotavirus € a “"Polimerase Chain Reaction’ (PCR), que consiste na
amplificacio de pequenos segmentos de RNA; desse modeo grande
nimero de amostras distintas de rotavirus tém sido identificadas
e estudadas, em termos de subgrupos I e IT (180) o dgs ¢
sorotipos humanos conhecidos (387

Atualmente os rotavirus sio considerados como um dos
mais importantes agentes etioldgicos nfo bacterianos da diarréia
em criangas e jovens no mundo inteiro (99} Em paises
desenvolvidos, apesar de n3o serem uma importante causa de
mortalidade infantil, o©s rotavirus ocorrem com prevaléncia
considerdvel em criangas (). Embora a diarréia possa ser
considerada uma das doencas mais comuns em criangas, ela assume

um significado especial nos paises menos desenvolvidos onde as
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taxas de morbidade e mortalidade s3o0 alarmantes ‘©4) Uma andlise
feita pela Organizac8o Mundial de Saudde (OMS) nesses paises,
indica <que as diarréias s3do responsdveis primdrios por 15 a 34Y%
de todas as mortes que ocorrem durante a infincia (121) gm 1975,
fei estimado que 450 milhOes de episddios de diarréia ocorreranm
em criangas menovres que 5 anos de idade na dsia, Africa e América
Latina e que de 1 a 4% destes foram fatais (89)  Nessa
estimativa, a morte de 5 a 18 milhGes de criangas foi atribuida 2
diarreéia. Mais recentemente, foi calculado que, nessas regides,
existiriam de 3 a 5 bilhfies de casos de diarréia e entre 5 a 10
milhdes de mortes associados a ela num periodo de 1 ano
(197771978, considerando-se assim, a diarréia como a. primeira
dentre as doengas infecciosas, tanto em rela¢fo & fregquBncia como
também & mortalidade (119 Em uma outra andlise, de estudos
selecionados, foi estimado «que ocorrem entre 774 milhdes Ja 1
bilh3o de episddios de diarvéia (considerando-se que episddios de
diarréia podem ocorrer no mesmo individuo, mais que uma vez ao
ano ou mesmo no periodo de estudo). Destes, 4,6 milhSes de mortes
pela doenga ocorreram, em Criancas menores que 5 anos de idade na
Africa, América Latina e dsia (excluindo-se a China) (997

Em se tratando de infec¢Bes intestinais causadas por
bactérias os Principais agentes 80 encontrados na familia
Enterobacteriaceae, nos géneros Salmonella, Shigella e na espécie
Escherichia coli, alem de outros agentes como Vibrio e
Campylobacter (114 \Mais de 40% dos casos de diarréia infantil

gst 3o relacionados com esses agentes enteropatogénicos,
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principalmente a E.coll enteropatogénica classica (EPEC). No
Brasil, colibacilos deste grupo siaoc os agentes mais frequéntes da
diarreia infantil, ocorrendo sobretudo no 12 ano de vida. A raz3o
da grande prevaléncia de EPEC em criangas desta faixa etdria
ainda permanece desconhecida.

Em estudos feito por Guerrant et alii (40), em
populacbdes de até 30 meses de idade no Nordeste do Brasil, a
mortalidade precoce foi maior que 14% durante os 5 primeiros anos
de vida. Deste total, em 52% dos casos a diarréia foi considerada
como causa primaria ou associada ao fato.

Até a década de 70, em varios casos de diarréia n3o era
identificado nenhum agente wviral como causa da doenca. No
entanto, como foi mencionado anteriomente, a partir de 1973,
Bishop et alii, descreveram uma particula viral de 7@ nm em
bidesias duodenais de criancas com gastroenterites agudas e‘que,
logo depois, foi também observado por outros autores (32, 57)
Ficou ent3o demonstrado que aquelas particulas, denominadas ent3o
de Rotavirus, eram também responsaveis por uma diarréia severa em
criangas. Anteriormente ja haviam sido descritos virus
semelhantes em camundongos ‘1? e macacos (64} ¢ posteriormente
em outros animais (78) A partir dessas observagbes, os rotavirus
passaram ent3o a ser considerados como os mais importantes
agentes etioldgicos de gastroenterites de arigem n3o bacteriana
infectando uma ampla variedade de aves e mamiferos, incluindo

humanos (44}
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A frequéncia de diarréia por rotavirus € menor durante
o8 primeiros & meses de idade, talvez devido 3 transferéncia de
anticorpos do tipo IgG materno via transplacentdria. A partir
desta faixa etdria, esta imunidade passiva tende a diminuir, o
que poderia explicar o fato de, entre & a 24 meses de idade a
rotavirose ocorrer, mais frequentemente, como uma enfermidade
mais grave, com sintomas evidentes de uma diarréia aquosa que se
apresenta subitamente. 0 periodo de incubagB8o0 para a infec¢S0 por
rotavirus tanto em criancas como em adultos experimentalmente
inoculados, & de 1 a 3 dias (98} De mado geral o inicic da
doenga @ caracterizado por uma diarréia severa e aquosa, vOmitos
e pouca febre (88} 4 durac3o média da rotavirose & de 5 a B dias
e a concentracloc dos rotavirus nas fezes alcanga seu titulo
maximo logo apds o inicio da diarréia e diminui gradualmente,
entre 9 e 10 dias (76, 117)

A infeccZo por rotavirus & uma doenga auto-limitada,
que leva a descamagio rdpida e extensiva do epitélio colunar das
vilosidades do intestino delgado, com subétituicﬁo por um
epitelio cubgide indiferenciado. Esta alteragio leva ao
encurtamento e atrofia das vilosidades com prejuizo do processo
de absor¢3o~digest3o, «que ocorre normalmente no ludmen das
vilosidades. Consequentemente, advém uma diarréia do tipo
osmotica, por mid-absor¢3o e que persiste até a reposig3oc do
epitélio colunar das vilosidades (%. 118)

Aspectos clinicos comuns da diarreéia por rotavirus s3o

desidratagio isotdnica e acidose metabdlica compensada. A
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desidratacio pode ocorrer em 40 a 83% dos casos ‘297 Em amostras
de fezes de pacientes com diarréia causada por rotavirus, tem
sido evidente um aumento na concentraglc de ions Na* e C17, e uma
baixa concentragio de agucar (108) As fezes sioc  frequentemente
liquidas, sem sangue, sem leucdcitos fecais, mas algumas vezes
pode-se observar a presenga de muco (437

Varios estudos foram realizados, com o objetivo de se
determinar se a rotavirose em ¢riangas apresentava ou n3o  uma
distribuicSo sazonal (43, ?7) Nos paises de clima %rio ficou
evidenciada esta caracteristica, ocorrendo uma maior incidéncia
de rotavirus nos meses mais frios do ano.

De acordo com Hieber et alii (43) e Stintzing et alii
(i02), em paises de climas temperados, observou-se que n3o
ocorria um padrd3o sazonal das infecgBes por rotavirus. Em outras

palavras, a infec¢83o n3o ocorria somente nos meses frios, mas em
praticamente todos os meses do ano.

Trabalhos anteriores realizados no Brasil (63, 84,
ie3), tém procurado estudar a rotavirose em criangas sob
atendimento hospitalar ou n3o. A maioria deles tem se baseado
principalmente no estudo dos perfis eletroforéticos e na detecg3o
do grupo A de rotavirus. Poucos estudos tém sido feitos no
entanto, visando outros parametros, como a subgrupagem ou mesmo a
sorotipagem dos RNA identificados.

No presente estudo, além de analisarmos amostras de

fezes de criancas com e sem diarréia, sob atendimento

ambulatorial, procuramos com relagdao aos parametros anteriormente



24

citados, averiguar outros aspectos epidemioldgicos como os

subgrupos dos rotavirus.

2. 0BJETIVOS

2.1. Analisar a presenga de rotavirus em criangas nio internadas,
atendidas em ambulatdrio, na cidade de S3o Paulo, estando elas:
a) com diarréia (amostras-caso)

b) sem diarreia (amostras-cantrole)

g.2. Analisar a distribui¢Bc das amostras positivas para

rotavirus durante um periodo de 12 meses .

2.8, Identificar os subgrupos soroldgicos das amostras positivas

para rotavirus identificadas através de eletroforese em gel de

poliacrilamida e ensaio imunoenzimitico.
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3. MATERIAL E M&TODOS

3.1, Populacgfo estudads

A populaglo estudada no presente trabalho constituiu-se
em 101¢ criancas, de © a 4 anos de idade com e sem episddios de
diarréia. Foram coletadas amostras de fezes destas criangas em um
periodo de 12 meses consecutivos, de abril de 1989 a margo de
1790 atendidas no ambulatdrio do Hospital Menino Jesus, no
municipio de S3o0 Paulo, S.P. Destas amostras, 505 provinham de
criangas que apresentavam diarréia (amostras-caso), numeradas de
©01.1 a 505.4. Igualmente, outras 505 amostras tidas como

LY

controle, numeradas de 901.2 a 505.2 foram coletadas de criancas
na mesma faixa etdria sem diarréia, no mesmo dia das amoséraS*
taso.

Esta pesquisa foi realizada concomitantemente com o
Departamento de Microbioclogia, Imunologia & Parasitologia da
Escola Paulista de Medicina, em 830 Paulo que estudou os
possiveis agentes bacterianos responsiveis pelo quadro de

diarréia e no Departamento de Microbiologia e Imunologia - I.B. -

UNICAMP -~ onde foi pesquisada a presenga de Rotavirus.
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3,1.4. Faixa etiris

As idades das criangas variaram de © a & anos e foram

por nos agrupadas em sete faixas etdrias: © a 12 meses, 13 a 24
meses, 23 a 36 meses, 37 a 48 meses, 49 a 460 meses, 61 a 72 meses

e 73 meses‘ou mais.
3.2, Ficha ¢linica-apidemioldgica

No momento da consulta, a pescsoa responsavel pela
crianga foi entrevistada e a ficha-protocolo (em apéndice), apods
preeenchida com dados clinico-epidemioldgicos referentes aop

paciente, foi argquivada na Escola Paulista de Medicina.
3.3. Coleta das amostras de fezes

As amostras de fezes foram colhidas através de "swabs”
estéreis, sendo estes entdo colocados em tubos de ensaio
rotulados, contendo Tampio Fosfato Salina (PBS) e conservadas em
geladeira a 49 C até o momento da andlise.

Os materiais assim coletados foram ent3o transportados
do Hospital Menino Jesus, para a Escola Paulista de Medicina e

para a UNICAMP, em recipientes de isopor contendo gelo.
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3.3.1. Preparo das amostras de fezes para a pesquisas de sgentes

virais

Foi wutilizado o método de Pereira et alii (84), com
algumas modificagdes. As amostras de fezes foram diluidas em
Tamp3o Fosfato Salina (PBS), pH 7,4, preparando-se suspensBes a
1e% homogeneizadas num aparelho tipo "Vortex". Em seguida as
amostras foram clarificadas por centrifuga¢So a 3.002 rpm por 15
minutos. Estes sobrenadantes foram mantidos a2 49 C ¢ ‘utilizados
tanto para as técnicas de eletroforese em gel de poliacrilamida
(EGPA), «como para as de ensaio imunoenzimidtico para detecglo de
rotavirus e adenovirus (EIERA) e ensaic imunoenzimdtico (EIE),

para determina¢io de subgrupos de rotavirus.

3.4. Preparc do scido nuclédico viral

3.4.1. Ds amostra padrio

A cepa SA11l de rotavirus de macaco foi utilizada como
amostra padr3o e controle das reactes de EGPA e EIERA. Este
antigeno foi obtido através da cultura do rotavirus em celulas
MA-1@4, cultivadas em meio de Eagle contendo 10% de soro fetal
bovino (SFB), fungizona (@,0125%) e penicilina/estreptomicina
(0,005%) na presenca de 1Q ug de tripsina/ml de meio.

Resumidamente, apds a formag3c da camada de celulas

MA-104 o meio foi descartado e as células lavadas 2 vezes con
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soluc3o de Hanks. Em cada garrafa tipo "xarope', foram inoculados
300 ul do virus, gentilmente cedido pelo Dr. H.G. Pereira, do
laboratorio de Virologia da Fundac8o Oswaldo Cruz, R.J.;
3untaménte com 1@ wul de tripsina (1@ mg/ml) seguindo-se
incubag8o0 a 379 C por 1 hora, com agitagSo periddica. Apds este
tempo adicionou-se a cada garvrafa 20 ml de meio de cultura de
manutencdo (Eagle sem soro) mais 200 ul de tripsina, sendo as
garrafas incubadas a 379 C por 2 a 5 dias até visualiza¢do do
efeito citopdtico (ECP) nitido, 4que se <caracteriza pela
destrui¢d3o total das células infectadas, apds arredondamento do
contorno das mesmas. A fim de romper o maior niumero de células o
meio foi congelado e descongelado por 3 vezes e centrifugado a
4.900 rpm por 2@ wminutos, obtendo-se assim o wvirus de 18
passagem. Este procedimento foi repetido, até a obtengloc do virus
de S8 passagem. Terminada esta etapa, as particulas virais ?oram
concentrados com Polietileno Glicol 6.0 (PEG) em tubos de
didlise com poro de 12.@09 ("cut off") ate reduclo de
aproximadamente 10 vezes o volume original.

A cada 1@ ul deste antigeno, assim preparado, foram
adicionados 5@ ul de uma soluclo dissociadora com urdia § M (61)
Esta mistura foi incubada a 48° C por 3 a 5 minutos, sendo entio

mantida por até 15 dias a -2@° C, para uso na técnica de EGPA.
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3.4,2, Das amostras de fezes

0 preparo do acido nucléico viral das fezes em estudo
foi feita segundo o método de Pereira =2t alii (B4), com algumas

modificacdes.

A tubos tipo “ependorff” com 400 ul da suspensio de
fezes a 19% em PBS, foram adicionados 49 ul de dodecil sulfato de
sodio (SDS) a 10% em dgua destilada, sendo os tubos incubados a
379 C por 30 minutos. Apos este tempo, foram adicionados a cada
tubo 492¢@ ul de uma mistura volume/volume de fenol redestilado-
clorofdrmio, agitando-se os materiais repetidamente por 10
minutos em um agitador tipo "Vortex", & temperatura ambiente.
Apds centrifugac3o a3 190.290 rpm por 1Q minutos, a fase squosa de
cada material foi transferida para outro tubo ao qual foram
adicionados 4@ ul de uma solug3o de NaCl a 20% e 1 ml de &dlcool
etilico para precipitacdo do RNA viral. Apds leve agitag3o, os
tubos foram colocados a -209 C, por um periocdo minimo de 18 horas
e ent3o centrifugados a 10.000 rpm por 1¢ minutos. 0 sobrenadante
foi ent8o eliminado e o material resultante foi seco a vacuo em
dessecador, sob press8o negativa e, aos precipitados formados,
foram adicionados 20 ul de uma solugdc dissociadora (617,
incubando-se 05 tubos a 3549 C por 13 minutos. Estes materiais

foram utilizados no teste de EGPA.



3.5. Técnica da eletroforese em gel de poliscrilamida (EGPA)

A eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) foi

feita segundo as recomendagdes de Pereira et alii (84).

A c8mara foi preparada entre duas placas de vidro (14,2
X 16,5 cm) separadas entre si por espacadores de 1 mm de
espessura. 0 espaco entre as placas de vidro, apds estas terem
sido seladas com dgar a 1,5% acrescido de 0,1% de SDS, recebeu o
gel separador constituido de acrilamida~bis acrilamida a 7%. Apds
a sua polimerizac3o0, foi sobreposto o gel concentrador a 3,5% #,
imediatamente, introduzido o pente de aplicaglo, tomando-se o
tuidado de evitar em todas as etapas a forma¢3p de bolhas de ar.
Apos a polimerizac3o do gel superior, as placas foram seladas na
cuba para eletroforese, também com o uso do dgar 1,5% mais ©,1%
SDE. Nos reservatdrios da cuba foram adicionados 200 ml de Tamp3o
de corrida (Tris 0,085 M/glicina 0,192 M, pH 8,3), sendo em
seguida o pente retirado cuidadosamente. Com auxilioc de uma
microseringa foram aplicados nas canaletas 2@ ul de cada amostra
a ser analisada. 0 RNA de rotavirus da amostra SA11, num volume
de 35 wul, foi incluido em todas as corridas eletrofordticas como
amostra padr3o. Nas canaletas onde n3o se adicionavam amostras,

foram adicionados 1@ ul da solug¢l3o dissociadora com uréia 5 M.

Em seguida, 0 polo negativo de uma fonte de corrente
continua foi ligada ao reservatédrio superior da cuba e o polo

positivo ao reservatdrio inferior, usando-se uma corrente de 10mA



por i8 horas A& temperatura ambiente.
3.5.1. Coloragdo do gel

A coloragd3o do gel foi feita com nitrato de oprata,
segundo Sammons et alii (92), modificado por Herring et alii
{42).

Apds o término da eletroforese, o gel foi transferido da
placa para uma cuba de vidro onde se realizaram todoslos Pass0s
da colora¢do, utilizando~se luvas para evitar contato manual com
o gel. Em primeiro lugar o gel foi fixado por 460 minutos com
agitacOes periddicas, em 200 ml de uma solug3o contendo 10% de
etanol e ©,5% de acido acético em dgua destilada. Em seguida, a
solugdo fixadora foli retirada e acrescentou-se 100 ml de uma
snluaﬁb de nitrato de prata 9,11 M, que foi ent3oc mantido, sob
agitac3o por 3¢ minutos, findos os quais o nitrato de prata foi
eliminado e o gel lavado rapidamente 3 vézes com sgua destilada.
A revelagao foi realizada mediante a colocag¢8o por 3 a 5 minutos
de 250 ml de uma sbiucﬁo reveladora contendo NaOH ©,75 M,
acrescida de formaldeido 9,074 M. Quando ocorria o aparecimento
dos segmentos de RNA, esta solug3o era retirada, senda
adicionados 120 ml de solug3oc de 3dcido acético 5% para
interromper a reagdo. Para conservac¢io do gel, a solu¢lo de dcido
acético era retirada e substituida por 120 m1 de uma solugSo de

etanol a3 10¥. Para registro fotografico do gel, foi utilizado o

filme T-MAX ASAL1R20.
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3.5.2. Classificac8o dos eletroferotipos

Foi wutilizado o método de Lourengo et alii (45), que
propuseram um esquema de classificaglo que consiste em dividir os
11 segmentos do RNA de rotavirus visualizados pela técnica de
EGPA, em 4 classes onde pequenas variagOes dentro de cada classe

podem significar eletroferotipos diferentes. As 4 classes <30

constituidas por:

Classe I - segmentous 1 a 4
Classe 11 ~ segmentos S g 6
Classe III - segmentocs 7 a 9

Classe IV - segmentos 10 e 11
Encontramos abaixo o disgrama de Lourenco et alii {65,

para a classifica¢8o dos tipos eletroforéticos de rotavirus.
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3.6. Ensaio imunoenzimdtico para detec¢So de rotsvirus e

adenovirus (EIERA)

Este teste foli realizado com um "kit" fornecido pelo
Dr. H.G. Pereira, do Laboratdrio de Virologia da Fundagio Oswaldo

Cruz, R.J.; sendo seguidas as recomenda¢cOes dos autores para a

execuco do teste (837

0 ensaio € praticado pelo meétodo do sanduicﬁe duplo em
que os antigenos sHo captados em fase sdlida por antissoros
obtidos em «cabras imunizadas com rotavirus do grupo A e & sua
detec¢3o se faz por soros hiperimunes de cobaias anti-rotavirus.
A revelagdo € feita por soro de coelho anti-IgB de cobaia
conjugado com peroxidase.

Neste ensaio imunoenzimdtico, que visa a deteccﬁb de
rotavirus do grupo A e adenovirus diretamente das fezes, o nosso
pbjetivo foi a detec¢do somente de rotavirus. No entanto, por se
tratar de um teste onde a detecgdo de um virus serve comao
controle da reagdo para a pesquisa do outro virus e vice-versa,

todas as amostras por nos estudadas foram também avaliadas gquanto

3 presenga ou ndo de adenovirus.
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2.6.1. Reagentes para EIERA

Soro pds—-imune de cabra anti-rotavirus: anticorpo de captura
Pafa rotavirus

Soro pos-imune de cabra anti-adenovirus: anticorpo de captura
para adenavirus

Soro pré-imune de cabra: controle negativo de captura para
ensaio confirmatdrio. Este reagente contém vs soros pré-
imunes das duas cabras usadas para preparaclo dos goros (1) e
(2), <cada um na mesma concentracio dos correspondentes soros
pos—imunes.

Soro imune de cobasia anti-rotavirus: anticorpo detector

de rotavirus

Soro imune de cobaia anti-adenovirus: anticorpo detector

-

de adenovirus
Soro de coelho anti-IgG8 de cobaia: anticorpo revelador.

Este reagente contém além do soro conjugado 100 wvérzes
concentrado, 350X de glicerol e 30% de soro normal de cabra,
de forma que a diluig3o0 17100 a ser usada no ensaio conters

©.5%4 de soro normal de cabra, destinado a blogquear reaclo
residual inespecifica entre o conjugado e os soros de captura
Controle positivo para rotavirus: sobrenadante de cultura de

SAL1l em células MA-1¢4

Controle positivo de adenovirus: cultura de adenovirus tipo

2 em células HEp2
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3.6.2. Técnica de EIERA

12 FASE: Sencsibilizagao da microplaca (94 concavidades) com soros

de captura anti-rotavirus e anti-adenovirus

Os s0ros foram diluidos a 17100 em Tampdo
Carbonato/Bicarbonate 0,25 M pH 9,6 ( para cada pléca complieta
foram suficientes 3 ml das diluigles de cada soro). Adicionou-se
102 ul das diluigles do souro anti-rotavirus 3as ?ilei%as A, C, E
e G e do soro anti-adenovirus as fileiras B, D, F e H da
microplaca, que foi incubada durante a noite a 42 €. No dia
seguinte a placa foi esvaziada e lavada com Tamp2o Fosfato Salina
(PBS) pH 7,4 acrescido de Tween 20 a ©,05% (PBS/T). Essa operaclo
foi repetida 3 vezes com intervalos de 2 minutos com auxilio de
pipeta de canais multiplos. A placa lavada e esvaziada podié ser
usada imediatamente ou conservada a -20° C por virias semanas

antes do teste.
23 FASE: Adig8o das suspensfes fecais e dos controles positivos.

Cada amostra {foi estudada em duas diluigBes (1/4 e
1/12) em dois pares de concavidades, contendo cada par um dos
anticorpos de captura. Nas colunas impares foram distribuidos 75
ul do diluente PBS/T/BSA/EDTA (PBS/T contendo 1% de albumina
bovina e EDTA @.21 M) e nas colunas pares 5@ ul do mesmo

diluente. Adicionou-se se em seguida 25 ul das suspensdes de



fezes nas colunas impares (concavidades Al e Bl), transferindo-
se, apOs homogeneizagdo, 25 ul para as ctolunas pares
(concavidades A2 e B2) obtendo~se assim as diluigles 1/4 e 1/12
das amostras. Como controle positivo da rea¢3o, suspensBes de
rotavirus e adenovirus foram preparadas em volumes de 100 ul na
diluic80 de 1/10¢ em PBS/T/BSA. Foram adicionados 25 ul da
diluig3o de rotavirus as concavidades A e B d# coluna 11,
transferindo~se 23 ul para as concavidades AlE2 e B12 e procedeu-
se da mesma forma para com o antigeno adenovirus nas colunas C e
D. Foram ainda colocados 25 ul do diluente PBS/T/BSA as
concavidades E, F, G e H da coluna 12, completando volume para 75
ul. 0 teste foi incubado por 2 horas a 379 C e

posteriormente a placa foi lavada 3 vezes como descrito na 1328

fase.

38 FASE: Adi¢8o da mistura de soros anti-rotavirus e anti-

adenovirus.

Foi preparada uma diluiclo contendo 1% dos soros de
cobaia anti-rotavirus e anti-adenovirus concentrados e para uma
placa completa foram adicionados 10¢ ul de cada soro em 9,8 ml de
PBS/T/BSA. Foram distribuidos 100 ul desta diluic3o em todas as
concavidades da placa, que foi ent3o incubada por 2 horas a 379 C

e posteriormente lavada conforme mencionado para a 12 fase.



42 FASE: Adig3o do conjugado.

0 soroc de coelho anti-IglG de cobaia conjugado com
peroxidase foi diluido a 1/100 em PBS/T/BSA, sendo adicionados
100 ul a cada uma das concavidades da placa, exceto as colunas 11
e 12 ﬁas fileiras G e H (controles do substrato). Posteriormente
a placa foi incubada por 2 horas a 379 C e apds este periodo foi

lavada conforme descrito na 12 fase.
58 FASE: Adig¢30 do substrato.

A solug3o do substrato contendo Tamp3o dcido
Citrico/Fosfato @.,1 M pH 5,6 preparada no momento do uso. A
estes foram adicionados ©,04% de orto fenilencodiamina (OPD) e
©,15% de HpOp (30 volumes). Cem microlitros deste revelador faoram
distribuidos em todas as concavidades da placa, sendo a mesma
mantida em temperatura ambiente até o aparecimento da tonalidade
amarelo nitida nos controles de antigenos diluiduos a 1/4 (coluna
11, fileiras A e B) e fraca nas dilui¢des 1712 <(coluna 12,
fileiras A e D). Neste momento, as reagBes foram bloqueadas pela
adicdo de S0 ul de dcido sulfdrico (HpS04) 2 M. Apds leitura

visual, a placa foi imersa em soluclo de hipoclorito de sddio 1%.
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3.6.3. Leitura e interpretagio

A reagdo pode ser lida visualmente e os controles dos
antigenos positivos devem mostrar cor amarela intensa nas
diluig¢8es a 1/4 (nas concavidades 11A para rotavirus e 11D para
adenovirus? e cor mais pdalida nas dilui¢Bes 1/12 (depressdes 124
e 12D), porém nitidamente mais forte que a dos controles do
conjugado e substrato (colunas 11 e 12, fileiras E, F, G e H).

Foram consideradas ppsitivas as amostras que no minimo
em wuma das diluigles testadas apresentou cor amarelo nitida e
intensa. Como n3o ha reagdes cruzadas entre rotavirus e
adenovirus, os soros detectores s3o combinados em wuma Jdnica
mistura, contendo concentragBes otimizadas dos respectivos
anticorpos. A especificidade € conferida pelos soros de captura
que 530 usados separadamente. Amostras contendo rotavirus ou
adenovirus devem reagir apenas na presenga do respectivo soro de
captura. Rea¢cOes na presenga de ambos os soros de captura podem
indicar a existencia dos dois virus no material examinado ou,
eventualmente, uma rea¢8o inespecifica, recomendando-se nestes

cases a confirmagdo especifica do teste.



3.7. DeterminacBio de subgrupos de rotavirus por Ensaio

Imunoenzimitico (EIE)

Este teste foi realizado pela ProF§ Dra Maria Ldcia
Racz do Instituto de Ciéncias Biomédicas, Departamento de
Microbiologia, Laboratdrio de Virologia, da Universidade de S3o

Paule, S.P.

3.7.1. Reagentes para EIFE

1 - Soro hiperimune de coelho, diluido 1/50: anticorpo de captura
para rotavirus

2 - Extrato fecal positivo para rotavirus subgrupo I

3 - Extrato fecal positiyo para rotavirus subgrupo II

4 - Anticorpo monoclonal para antigeno de rotavirus do subgrupo I

3 - éAnticorpo monoclonal para antigeno de rotavirus do subgrupo
11

é ~ Anticorpo monoclonal para antigeno grupo-especifico A de
rotavirus

7 - Boro de cabra anti-IgG de camundongo conjugado com

fosfatase alealina

As amostras dos itens 4 a 7 foram gentilmente cedidas
pelo World Health Organization Collaborating Centre for Reference
and Research on Rotavirus, East Birmingham Hospital, Birmingham,

uK (3, Esta técnica jid se encontra implantada no Laboratdrio de



Viroclogia do Departamento de Microbiclogia,l . C.B., da

Universidade de S3o0 Paulo.

3.7.2. Teécnica de EIE

12 FASE: Sensibilizag¢do da microplaca com soro de captura.

Foram <colocados 100 ul de soro hiperimune de coelho
diluido 1/5.000@ em Tamp3o0 Carbonato/Bicarbonato 0,25 M pH 9,6 e
em seguida, a placa foi incubada durante a noite a 42 C . No dia
seguinte foi esvaziada e lavada com Tamp3c Fosfato Salina (PBS),
PH 7.4 acrescido de Tween 20 a ©,05% (PBS/T). Essa operacio foi

repetida & vezes em curtos intervalos.

28 FASE: Adicg3o dos controles positivos de rotavirus dos

subgrupos I e Il e suspensBes fecais.

Adicionou-se 73 ul de PBS/T/EDTA (PBS/T contendo EDTA
2,21 M) em todas as concavidades da microplaca. Em seguida, foram
adicionados 235 ul de controle positive para rotavirus subgrupo
I em cada 6 concavidades, a saber, 14, 1B, 2A, 2B, 3A e 3B e 25
ul de controle positivo para rotavirus subgrupo II em 6 outras
concavidades, a saber, 4A, 4B, S5A, 5B, 46A e 6B, etc. 0Os extratos
fecais foram adicionados da mesma forma. A placa foi incubada
durante a noite a 40 C e no dia seguinte, seguiu~-se com o

processo de lavagem da 128 fase.
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38 FASBE: Adigido dos anticorpos monoclonais especificos para

subgrupo I e II e grupo especifico de rotavirus.

Foram adicionados, a microplaca:

- 10@ wul de anticorpo monoclional especifico subgrupo 1 de
rotavirus, na diluigSo 1:10.000, em todas as concavidades das
colunas 1, 4, 7 e 10.

- 100 ul de anticorpo monoclonal especifico subgfupo IT de
rotavirus, na dilui¢8o 1:1¢.000, em todas as concavidades das
colunas 2, 5, 8 e 11.

~ 1@ - ul de anticorpo monoclonal especifico para o grupo A na
diluic¢io 1:10.00¢, em todas as concavidades das colunas
3, 6, 2 e 12.

A microplaca foi incubada por 2 horas a 379 € e~ apds

esse tempo lavada conforme descrito na 1B fase.

42 FASE: Adig3c do conjugado.

Foram adicionados 100 ul de soro de cabra anti-IgG de
camundongo conjugado com fosfatase alcalina diluido a 1:1.000 em
PBS/T/BSA, em todas as concavidades da microplaca e esta foi
incubada por 1 hora a 379 C. Em seguida, a placa foi lavada

conforme a 12 fage.



52 FASE: Adi¢3o do substrato.

0 preparo .de substrato para fosfatase alcalina foi
realizado dissolvendo-se 2 tabletes de substrate (p-nitrofenil
fosfato-Omg/cada) em 18 ml de tampio substrato (10% dietanolamina
em 3dgua destilada e @,1% azida sddica, pH 9,8), 10 minutos antes
do wuseo, ficando esta solu¢So com uma concentragio final de 1 mg
de p~nitrofenil-fosfato/ml. Foram adicionados 109 ul do substrato
em todas as toncavidades da placa, que foi incubada a 379 C por
aproximadamente 20 minutos. A rea¢3o foi bloqueada pela adig3o de
5¢ ul de hidrdxido de sddio (NaOH) 3 M, quando as concavidades
correspondentes aos controles dos subgrupos I e II de rotavirus
apresentaram uma coloraclo amarela. Apds a leitura a placa foi

imersa em soluclo de cloro 10¥%.
3.7.3. Leitura e Interpretacio

f leitura da microplaca foi feita
espectrofotometricamente, com filtro de absorbincia de 4995 nm.

As amostras foram consideradas como subgrupoc I e/ou
subgrupo II, quande a leitura de absorbiancia correspondente a um
dos subgrupos apresentava-se 2 vezes maior que a leitura do

outro.
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ESQUEMA 1:
SI SII G 81 SII O 81 S5II © 85I SII G

concavidades 1 2 3 4 9 & 7 g @ 1 11 12

A

B
SI = anticorpo monoclonal especifico subgrupoc I de rotavirus
SI1 = anticorpo monaclonal especifico subgrupo II de

rotavirus
G = anticorpo monoclonal especifico grupo A de rotavirus

A e B = concavidades em duplicata para amostra teste

Cada amostra foi testada em duplicata (veja esquema 1),
sendo gque na concavidade 1 foi colocada anticorpo monoclonal
especifico para o subgrupp I; na concavidade 2 o anticorpo
especifico para o subgrupo Il e na concavidade 23 antiCorpo
especifico para o grupo A de rotavirus.

Sendo assim, 4quandoc a amostra de rotavirus era
clasgsificada como do subgrupo I, observava-se a cor amarela nas
concavidades 1 e 3, uma vez que o rotavirus pertencia também ao
grupo A. Quando a amostra pertencia ao subgrupo II =a leitura
espectrofotometrica da concavidade 2 tinha que ser um valor pelo
menos & wvezes maior gue a encontrada na concavidade 1 e a3 cor
aparecia nas concavidades 2 e 3. Quando n3c ocorria a coloracio
amarela nas concavidades 1 e 2, mas eva positiva na concavidade 3
as amostras ndo eram subgrupadas mas determinava-se que a amostra

#ra pertencente ao grupe A de rotavirus.
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3.8. Andlise dos resultados

Foram consideradas como amostras positivas para

rotavirus todas agquelas que Toram positivas tanto no teste de

EGPA como no teste de EIERA.
3.8.1, Célculo estatistico

A analise estatistica dos resultados obtidos foram
realizados pelo Prof2 Ademir J. Petenate, do Instituto de
Matemdtica, Estatistica e Ciéncias da Computagdo, Departamento de

Estatistica - UNICAMP - e o0s métodos empregados foram oOs

seguintes:
3.8.14.1. Méetodo da diferenca entre proporcdes

Este método determina o nivel de significincia, isto 8,
através da diferenga entre propor¢Bes procura~se demonstrar o
nivel de significlncia entre 2 valores, desde que seja mencor do
que um (1). Esse método foi wutilizado para que pudéssemos
comparar os resultados obtidos na detec¢30 de rotavirus em EGPA e
EIERA e tambén parﬁ estudos dos resultados encontrados nas

amostras—caspo e amostras-controle.
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3.8.1.2. Método de Mantsl-Haenszel

Este metodo ¢ utilizado para calcular-se wvalores da
estimativa, ou seja, quantas vezes mais um determinado evento
pode ‘ocorrer. em fun¢io de uma variavel, em rela¢3o ao controle.
No presente trabalho, este teste foi aplicado para se avaliar, em

cada faixa etdria, a relag8o rotavirus versus diarréia.



4. RESULTADOS

Com o objetivo de detectar a presenca de rotavirus
foram estudadas 101¢ amostras de fezes de criancas sendo 505 com
diarreéia (criangas-caso) e 505 sem diarréia (criancas-controle).
Todas as amostras coletadas foram analisadas em eletroforese em
gel de poliacrilamida (EGPA) e ensaip imunoenzimatico para
rotavirus e adenovirus (EIERA). Do total de amostras analisadas,
foram observados votavirus em 73 amostras de fezes (7,4%)
(Tabela2). Analisando estes dados separadamente podemos observar
que das 70 amostras positivas para rotavirus, &8 delas, isto &,
?@,6%  eram provenientes de crian¢as com um quadro de diarréia o
que equivale, por outro lado, a 13,4&% dos 505 casos de diarreéia
estudados. Nas 3505 amostras-controle, somente em 7 delas foi
detectada a »presenca de rotavirus o que corresponde a 9,33% do
total de amostras positivas e somente 1,38% das amostras de
criangas sem diarreia (Tabela 2). De acordo com o0 resultado
obtido analisando-se estatisticamente a diferenga entre proporg3o
caso/controle em relagdo 3 detec¢So de rotavirus, observou-se
que, o wvalor encontrado, ou seja, =zero (@) & altamente
significativo.

Conforme mostra a Tabela i, das 75 amostras rotavirus
positivas, 3@ foram detectadas tanto em EGPA como no EIERA. No
teste de EGPA 68 amostras foram positivas, enquanto o EIERA

detectou somente 57 amostras. Abtravés do cdlculo estatistico, a
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diferengca de vpositividade encontrada em EGPA e EIERA nSo foi
significativa, pois o nivel de signific3ncia foi de 15%.

Duas das 505 amostras analisadas foram positivas para
adenovirus, mas ndo foram incluidas nos resultados, uma vez que
este n3o era objetivo do nosso trabalho.

A faixa etdria das criangas em estudo variou de @ a 72
meses, conforme mostra a Tabela 3. Foram observados rotavirus em
criancas ateé 60 meses de idade.

Nos estudos de casos, a maior incidéncia de eliminag3o
de rotavirus ocorreu na faixa etdria entre 13 a 24 meses de
idade, onde em 31 crian¢as foi detectada a presenga do virus
(Tabela 3), v que equivale a 18,12% das amostras analisadas nesta
faixa etaria e 46,13% do total de amostras—caso. Nas outras faixas
etdrias também foram detectados casos de rotavirose, com uma
variac83o de 8,3% a 12,5% das amostras estudadas em cada faixa.

Com relag3o as amostras-controle, rotavirus foram
detectados entre criancas de 13 a 460 meses de idade e, como pode
ser notado na Tabela 3, em todas estas faixas etdrias n3o houve
uma varia¢8o significativa no numero de criangas que eliminavam
rotavirus nas fezes.

Burante os meses em que houve a coleta de fezes, tomou-
se o cuidado de procurar obter a cada m@s o mesmo numero de
amostra para criangas-caso e criangas-controle. Conforme pode ser
visto na Tabela 4, foram coletadas amostras no periodo de abril
de 1989 a margo de 1990, perfazendo 12 meses de pesquisa,

abrangendo assim as 4 estagfes do ano. De acordo cam a Tabela 4 e
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a Figura 1, podemos observar que em todos os meses estudados foi
possivel detectar rotavirus, porédm a maior incidé@ncia ocorreu
entre abril\ a Julho de 1989, onde do total de 75 amostras
positivas para rotavirus, 54 (72%) foram detectadas neste
periodo. Destas 54 amostras, 5@ (92,59%) foram detectadas em
amostras-caso. Podemos observar que das 7 amostras-controle
positivas para vrotavirus, 4 (57,14%) foram observadas também
neste periodo.

A distribui¢3o mensal dos eletroferctipos esta
demonstrada na Tabela 5. Do total de 75 amostras identificadas
como rotavirus positivo, de acordo com us testes de EGPA e EIERA
(Tabela 1), apenas 59 amostras (78,66%) foram caracterizadas
quanto ao perfil eletroforético, através da técnica de EGPA.
Observando-se a migrag3o dos segmentos de RNA dos rotavirus os
mesmos foram classificado de acordo com o modelo proposto por
Lourengo et alii (43), conforme mostra a Figura 2, com alguns
eletroferotipos diferentes.

Durante o periodo de estudo foi possivel definir 17
eletroferotipos diferentes, conforme mostra a Tabela 5, sendo 1
amostrs caracterizada como perfil curto (Figura 3), onde foi
observada na classe IV, a migragdo mais lenta do segmento 11 do
RNA viral e também 2 amostras com perfil eletroferotipo diferente
ao padr3oc do grupo A, sugerindo a3 sua classificagdo como
pertencente ao grupo C de rotavirus (Figura 2). |

A maioria dos perfis de migrag3o apresentaram

distribuic3o esporddica, embora 2 desses perfis tenham aparecido
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com uma maior frequéncia, como mostra a Tabela 5.

De acordo com a Tabela &6, pode-se verificar o resultado
obtido através do teste de Ensaioc imunoenzimdtico (EIE) para a
detece3o de subgrupos I e/ou II de rotavirus do grupo A, com a
utilizac80 de anticorpos monoclonais especificos.

Neste teste, do total de 75 amostras positivas em EGPA
e/ou EIERA, apenas 70 amostras foram analisadas com a utilizac3o
direta de suspensbes fecais. As 5 amostras restantes n3oc foram
analisadas devido a quantidade insuficiente de amostra.

Dentre as amostras analisadas, 3 amostras {(4,28%)
apresentaram-se como pertencentes ao subgrupo I e 39 amostras
(93,71%) com especificidade para subgrupo II. Na andlise do
perfil eletroforético por EGPA, apenas 1 das 3 amostras
apresentou o subgrupo I e o padrio curto de migrag8o, ou seja,
com alteragd3o na mobilidade do segmento 11 do RNA. Em 1 amostra
de fezes (1,42%), pudemos observar reaglo tanto para o subgrupo 1
como para o subgrupo II. Esta mesma amostra, no entantoc, em EGPA
mostrou a presenca de mais de 11 segmentos do RNA viral (Figura
2}, sugerindo assim uma mistura de 2 rotavirus. Pelo resultado do
EIE para subgrupo e dado o perfil observado em EGPA, podemos
concluir que 1 dos rotavirus pertence ao subgrupo I e outro a0
subgrupo II.

Dentro da Tabela 6. 13 amostras (18,57%) n3o foram
possiveis de serem determinadas quanto i especificidades de
subgrupos, mas apresentaram-se como pertencentes ao rotavirus do

grupo A. Em 14 amostras (P0%) que n3o0 foram subgrupadas nem no



subgrupo I nem subgrupo II, n3o foi possivel, através deste teste
soroldgico determinar suas especificidade quanto ao grupo A. No
entanto, essas amostras foram em EGPA e EIERA positivas para
rotavirus do grupo A, com execec3o de 2 delas (2,85%) que

apresentaram perfil eletroforético sugestivo ao grupo C de

rotavirus.



Tabela 1. Concordincia entre 05 testes de Eletroforese em

Gel de Poliacrilamida (EGPA) e Ensaio Imunoenzimatico
(EIERA) para detec¢lo de rotavirus em 1@1@ criancas de

2 a 72 meses de idade, na cidade de S3%0 Paulo.

T e N e e o ST Tk Y i o o o e o e e e s S A G i el e Yy e W S e e L S WA At Yok e e ko . W e im
v ——— T - e e M R e R R R T T NN A I T S S s e

EGPA
POSITIVO NEGATIVO TOTAL

E POSITIVO 50 e7 57
I
E
R NEGATIVO i8 P35 953
A .

TOTAL 68 242 1¢1ie

R e e e N

Teste estatistico: Método da diferenca entre proporcles

Nivel de signific8ncia: 15% (nSo significante)
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Tabela 2. Ndmero de  amostras de fezes analisadas para
criangas/caso e criangas/controle; ndmero de amostras

positivas para rotavirus e porcentagem de positividade.

_._..____..___.....-.--...-........_—-—.u......__—_.—.........._.—...-.-....u—-—...-....m-_._._—..-a........._.......-.-..._...u-..u...—._..-...-..-_.__..-u_u_._.—

Numero de Amostras rotavirus positivo
amostras Tt i

analisadas

_____________________________________ NUMERD_____1!__PDRCENTAGEM__
CAso 5035 68 13,46
CONTROLE Des 07 1,38
TOTAL 1210 75 7,40

.-...--.—---.-.........h_.m..-_--.w..__-..-..._...—....a—_---....._-u-.-u.u——..—.-.__-.u.u-—.....m__—......._—-._m..._—-..u..-__.-...-...-..._
...........__..—--.-m«—-—m_-———.nw—,m...-_——.un—a......___-u-..-_«——mm-——-...-——..-...-..__—.-u._——_.....___.-...._.—...m_

Teste estatistico: Método da diferenga entre proporgoes

Nivel de signific3ncia: © {(altamente significante)
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Tabela 3. Incidéncia de rotavirus em 1010 criancas, distribuidas

de acordo com a faixa etaria.

—*.....—.....—.._—_..—_—....—....—....:::::z"'"....""..,""...""........"':"‘_.““_._.“""‘...."—..._zzzz=====:::==='“..'“"'.."—."'“"..".:z::::==z‘*..."....“....:::==:::m=:

CAS0 CONTROLE
Faixa n? rotavirus n® rotavirus
etaria positivo/ positivo/
n8 criangas n® criangas
(meses) estudadas % estudadas % Estimativan
@ - 1g gas e2 2,10 @/ 16 ] 2,909
13 - 24 3t/ 174 ig, 12 @2/ 164 1,82 14,885
25 - 36 19/ 132 12,30 @3/ 140 1,87 &,b67
37 - 48 7/ 84 8,33 @i/ 82 1,27 4,833
49 - 40 09/ 72 12,50 01/ 76 1,31 9,500
&1 - 72 @/ @4 Qo o/ @b @ o
73 e/ @ ] @/ 01 0] Q
TOTAL 4B/ 505 13,44 &7/ D05 1,38 2.73%9

* Método de Mantel-Haenszel
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Tabela 4. Distribuig¢d3o mensal dos casos de rotavivrus encontrados
em criangas~-caso € criancas-controle, de © a 72 meses

de idade, na cidade de S3¢ Paulo, S.P.

e i L e P ey

CASO CONTROLE
n® rotavirus n2 rotavirus
positivo/ positivo/
n2 criangas n® criangas
AND MES gstudadas estudadas TOTAL %
1989 Abril 12/ 45 R/ 45 127 9@ 13,33
'~ Maio 13/ 42 ¢/ 42 13/ B4 15,47
Junho 19/ 38 @2/ 38 12/ 76 15,78
Julho 15/ 41 02/ 41 17/ 82 20,73
Agosto @7/ 48 e/ 48 87/ 94 7.28
Setembro @2/ 35 @s 33 2/ 70 2,85
OQutubro .01/ 44 @/ 4% ¢i1/s 82 1,214
Novembro 02/ S0 01/ S0 23/ 100 3.00
Dezembro 01/ 39 0/ 3% ei/s 78 1,28
1990 Janeiro @1/ 34 8/ 34 @1/ 48 1,47
Fevereiro 2/ S50 ec/ 50 24/ 109 4,00
Margo o2/ 42 bs 42 @2/ B4 2,38
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Porcentagem de positividade de rotavirus identificados
em fTezes de crian¢ass~caso e criancas—-controle, de @ a
72 meses de idade no periodo de abril de 1989 a marco

de 1999, na cidade de 530 FPaulo, S.P.
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Tabela 5. Distribuigo dos eletroferotipos de rotavirus
identificados em EGPA em fezes de criancgas de @ a 72
meses de idade na cidade de 830 Paulo, durante o
periocdo de abril de 1989 a marco de 1990

UM AT S v e R e e A AN WM T e G ML M mAn MW MLAL WA et Ml e de e e e e o e e rm m e A (e Wb el i e e s iy e S Sy e T e " W s

AN kAR Y Gt o US]  Uld ik b e e T M W Mt —— WA Wil Wik o o o o S e o

MESES DA COLETA
24 05 06 @7 08 @9 10 11 12 @1 02 03 TOTAL

T A U M G o YOV PER NP WU Wi Wi b e i e T T W R S i o i S L A Al Nl i ek P R Y T e M M o

CLASBES I II III IV

a8 b e = 2 2
b a b a 1 i
t a a =a i 1
C a e a i i
c a f =& i i
c a g 2a i .1
GRUPOD c b b a i 1 2
A ¢ b d = i i
¢ b e a 3 2 1 )
c b F =a i i 2
¢ b g a i 1
c ¢ b a i [=4 3
c ¢ d a i 2 2 3
€ ¢ e a 4 1 2 Q?
c ¢ F a 1 2 4 3 3 1 14
£ C© g9 a 1 3 1 1 &
c b d b 1 1
GRUPD C# - 1 i 2

T ONT TR T ST SN ST ITT TS UND N e g I mor vmr e e o o s e don T r A wn d e e mm Gar W St p e e e et et A dr o bk ik e e mam e e e o AE A o ot e
R R R R S T ST S P R R R R R R S S S R N L S N N N N D T N I D D T N N I s S S S ST e S e O e e o

* Provavel grupo [, de acordo com Pedley et alii (82).
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Alguns eletroferotipos de rotavirus detectados em
Eletroforese em 9el de poliacrilamida (EGPA)D em
amostras de fezes de crian¢as com € sem diarreia, de @

a 72 meses de idade, analisadas na cidade de S3o0 Paulo,

no periodo de abril de 1989 a mar¢o de 1999,
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Tabela 6. Resultados obtidos no teste de Ensaio Imunoenzimitico
(EIEY para determinagao de subgrupos, nas amostras

rotavirus positivas.

R T T S U er S (T R e . . S0 s o il o bkl ok D ek e e R e T e MmN SRS T e

EIE Grupo Subgrupo Subgrupo
A 1 II
23 03 )
POSITIVO a9 2 39
21 21 &1
13 @ 2
NEGATIV(Q 14 5] @
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Perfis eletroforéticos de rotavirus com padrio longo,
curto e mistura identificados pela eletroforese em gel
de poliacrilamida, em fezes de criangas de @ a 7P meses

de idade, com e sem diarréia, na cidade de S30 Paulo.
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S. DISCUSSAC

Os rotavirus t8m se destacado como um dos principais
agentes etioldgicos de origem n83o bacteriana causadores de
diarréia em humanos e animais, em varias partes do mundo (31}

Esta infec¢clo atinge principalmente criangas com idade
inferior a 9 anos. Em paises menos desenvolvidos esta estimado
que dentro dos episodios de diarveia ocorridos, 14% $30
considerados moderamente severos ou severos, levando a uma taxa
de mortalidade de aproximadamente 0,7% Bo anoc, em contraste com
os paises desenvolvidos onde taxa € bastante baixa (@,015%),
apesar da diarreéia causada por rotavirus ocorrer com prevaléncia
significativa (99}

Um dos principais objetivos de nossa pesquisa foi
analisar a presenga de rotavirus em criangas com @ sem diarreia
n3o internadas em hospitais, isto é, sob atendimento
ambulatorial. As amostras de fezes foram coletadas no
ambulatdrio do Hospital Menino Jesus, na cidade de S3o Paulo, no
periodo de abril de 1989 a marco de 1999, perfazendo um total de
1 ano de estudo.

Foram analisadas 101@ amostras, sendo 505 amostras
coletadas de criangas que apresentavam diarrédia e foram
consideradas como amostras-casu e as outras 505 amostras de
criancas sem diarréia, denominadas amostras-controle. Cada

amostra controle Ffoi coletada no mesmo dia da amostra-caso, de
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criangas com idade aproximada.

A idade dessas criangas variou de @ a 72 meses, sendo
que apenas 1 das criangas ultrapassou esta faixa, mas também foi
por nds incluida neste trabalho, mesmo sendo negativa em relag3o
a presenga de rotavirus. Essas criangas foram divididas em 7
grupos diferentes de acordo com a faixa etdria, conforme mostra a
Tabela 3. y

Todas as amostras foram por nos analisadas pelo ensaio
imunocenzimdtico (EIERA) para diagndstico de rotavirus do grupo A
e também pelo teste de eletroforese em gel de poliacrilamida
(EGPA), wuma vez que, este pode ser utilizado para estudos
epidemioldgicos (2%, Foi considerada como positiva qualquer
amostra cujo resultado tenha sido EGPA positivo e/ou  EIFRA
positivo. Dentro do total de 1019 asmostras estudadas foram
identificadas 75 amostras positivas (7,4%) para rotavirus (Tabela
2). Observando-se em separado somente os resultados positivos
para rotavirus obtidos em criancas-caso foram detectados &8
amostras de rotavirus representando 99,66% das amostras
positivas. Nas criancas-~controle somente 7 amostras ou 9,33% do
total foram positivas. De acordo com o calculo estatistico
aplicado, ou seja, o método da diferenga entre proporcles, a
relag8o presenca de rotavirus versus diarrdia apresentou uma
diferenga significativa, uma vez que o nivel de significincia
obtido foi igual a zero (®). Diante destes resultados pode-se
concluir que os rotavirus s8oc efetivamente importantes na

etiologia da diarréia infantil. Relatos anteriores em outros
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paises (44, 953), 3ceim como no Brasil (43, 183 tapbém  tém
demonstrado a relagdco liberagdc de rotavirus e presenga de
diarréia osmotica em criangas.

Conforme mostra a Tabela i, no teste de EGPA foram
identificadas 48 amostras positivas de rotavirus (90Q,466%),
enquanto que o teste de EIERA detectou somente 57 amostras
positivas (76%). Esses resultados coincidem com aqueles citados
por Pereira et alii (84), que verificaram uma maior sensibilidade
do EGPA em relagdo a0 EIERA. Estes dados quando analisados
estatisticamente, pelo meétodo da diferengca entre proporcoes, nio
demonstraram uma diferenca significativa, com um nivel de
significdncia foi de 15%, podemos concluir que tanto a EGPA como
a EIERA s8o0 testes equivalentes para a detec¢io de rotavirus. Por
outro lado, podemos considerar que essa diferenga se deva ao fato
do teste de EGPA detectar os 11 segmentos do RNA de rotavirus
independente do grupo a 4que ele pertenca, isto &, tanto os
rotavirus do grupo A como aqueles conhecidos como "atipicos”™ ou
nido pertencentes a este grupo soroldgico. Como j3 citado
anteriormente, o EIERA utilizado por nds € um teste soroldgico
capaz de detectar somente os rotavirus pertencentes ac grupo A,
Sendo assim, todas as amostras com resultado positivo em FIERA e
todas aquelas amostras que foram negativas neste teste, mas em
EGPA mostraram um perfil eletroforético tipico de rotavirus do

grupo A foram consideradaos como pertencentes a este grupo

soroldgico (29)
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uma vez que este tipo de diarvéia ocorre subitamente.

J& em criangas com diarréia, onde n3o foi detectada a
presenca de rotavirus outros tipos de agentes, como a E. coli
enterotoxigénica, EPEC e/ou Shigella, poderiam ser agentes

causadores da doenga.

Analisando os resultados obtidos de acordo com a faixa
etdria, verificamos que na faixa de @ a 12 meses de idade, foram
encontrados 9,1% de positividade nas criangas com diarréia
(Tabela 3). Nesta mesma faixa etsaria, nas criancas sem diarrdia,
nenhuma amostra Positivé para rotavirus foi detectada. Os fatores
que poderiam levar a esta resisténcia aparentemente maior nos
primeiros meses de vida & rotavirose podem estar alicercados na
imunidade passiva, uma vez que vdrios autores tém demonstrado em
trabalhos realizados em animais jovens, um alto nivel de
anticorpos circulantes para rotavirus, derivados do colosfro e
também adquiridos por via transplacentaria (459, 183) gp ce
tratando do papel desempenhado por anticorpos sist@micos ou
coproanticorpos produzidos por infeceBes naturais, OFffit et alij
(803, sugerem, apds observagles experimentais em animais, que o
anticorpo Presente no ldmen do intestino delgado seria,
provavelmente, o maior fator determinante dessa imunidade ao
rotavirus, concluinde que o anticorpo adquirida passivamente nio
conferia protec3o no mesmo nivel que a aquela induzida por
infecgOes naturais. Mesmo com muitos trabalhos relatados sobre a
influéncia do aleitamento materno e a protegdo contra diarréia

por rotavirus, vadrios autores t8m argumentado que esses dados nio



permitem ainda conclusBes definitivas (34, 37, 87).

Ainda em relagSo & Tabela 3, a faixa etaria que
apresentou um maior indice de positividade para rotavirus foi
aquela que compreende criancas de 13 a 24 meses de idade, onde
foram detectadas 18,12% das amostras positivas, o que difere
significativamente do valor encontrado nas criancas sem diarréia,
onde o© indice de positividade ficou em 1,22%. De acordo com o
calculo estatistico pelo método de Mantel-Haenszel, com qual se
calculou a8 estimativa de se encontrar amostras positivas para
rotavirus em criancas com diarréia em relag3o &8s criangas sem
diarreia, foi encontrado um valor de 14,845 nesta faixa etiria.
Isto significa que em fegzes de criangas com diarréia nesta faixa
etdria, a possibilidade de detec¢3o de rotavirus ¢ 14,865 vezes
maior do que em crian¢gas sem diarréia. Jad na faixa de BS5 a 36
meses de idade, «criangas com diarvéia apresentaram 12,50% de
positividade e em criancas sem diarréia este indice foi de 1,87%.
Estatisticamente, o valor estimado entre as duas proporcBes foi
de 6,667. Na faixa etdria de 37 a 4B meses de idade o percentual
de positividade diminuiu para 8,33% para criangas com diarréia,
enquanto gQue para as criancas sem diarréia este valor foi de
1,28%; sendo 6,833 o valor estimado para as duas propor¢oes. Isto
poderia significar que em criancas acima de 24 meses de idade, a
ocorréncia de diarréia por rotavirus seria ocasional, apesar de
ainda ser mais significativa a presenca deste agente em criangas
com diarreia. Foi observado a presenga de rotavirus em criangas

até S anos, ou seja, na faixa de 49 a 60 meses de idade e, nesta



faixa o wvalor aumentou tanto para criancas com diarréia
{12,504, como senm ﬁiarréia (1,31%) e estatisticamente o valor
estimativo foi de 9,739. Nas criangas com faixa etdaria acima de
61 meses de idade, ndo foi encontrada nenhuma amostra positiva
para rotavirus.

De modo geral, podemos perceber que a porcentagem de
positividade para rotavirus foi sempre maior em criangas com
diarréia do que em criancas sem diarréia (Tabela 3). Calculando-
se a diferenca de proporcles para toda a populagio estudada as
criancas com diarréia apresentaram 9,739 mais a presenca de
rotavirus que as criancas sem diarvréia.

Esses resultados apresentados coincidem com aqueles ja
relatados anteriormente por Kapikian et alii (595), que atraveés de
uma extrapolagS8o mundial, chegou a valores anuais sugestivos pars
os casos de gastroenterites por rotavirus em varias faixas
etarias em criancas de : @ a 11 meses seriam 4i0.00Q os casos de
diarréia por este virus; este ndmero subiria Para 1.474 000
casos em criancas entre 12 a 23 meses; na faixa etdria entre 24
a 35 meses teriamos 475.000 casos e na faixa de 36 a 40 meses
373.0900 casos. Como pode ser observado, nossos resultados s3o
semelhantes aos valores sugeridos por estes autores, com relagdo
a presenga de diarréia em criangas nas diferentes faixas etirias.
No entanto, estes mesmos autores sugerem que o aumento no ndmero
de casos na faixa etdria de 49 a 4@ meses de idade seria
principalmente aem decorréncia de infecgles assintomdticas. No

presente trabalho n3o foi poussivel confirmar este resultado.
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Entre 72 amostras provenientes de criangas com diarreéia, 9
(12,5%) foram positivas para rotavirus, enguanto que em 7é
criangas-controle apenas 1 (1,31%) estava eliminando rotavirus.
Na Tabela 4 e Figura 1, podemos observar a distribuic3o
mensal da incidéncia de rotavirus no periodo de abril de 1989 a
mar¢o de 199@. A quantidade de amostras analisadas mensalmente
ndo apresentou varia¢8o significativa e, nos primeiros 4 meses de
estudo, ou seja, de abril a julho, considerados como meses mais
frios, foi encontrada uma maior incidéncia de rotavirus com um
pico no més de julho (2@,73%), considerado como o més mais frio
do ano (Figura 1). Nesses meses iniciais foram analisadas 332
amostras de fezes de criangas com e sem disarréia, D que equivale
a 32,874 do total de 101@ amostras analisadas durante o periodo
de estudo e, o total de amostras positivas foi de 54 (72%).
Levando-se em conta o total de 73 amostras positivas em todas as
amostras analisadas, o restante de 28%, ficam distribuidos nos 8
meses subsequentes. Das 54 amostras positivas para rotavirus
encontradas nos 4 primeiros meses de estudo, 5@ amostras (92,59%)
foram detectadas em criangas-caso e 4 (57,1@%) em criancas-

controle.

Conforme relatos da literatura, a rotavirose em alguns
paises apresenta uma distribui¢8o sazonal com uma maior
frequéncia de isolamento de rotavirus nos periodos mais frios do
ano ¢29) Nossos resultados v8m, no entanto, confirmar o que
dizem outros autores, isto €, que em paises de clima tropical a

incidéncia da rotavirose, embora seja maior nos meses mais frios



do ano, continua sendo considerada endémica durante todo &  ano
(43, 68) (Figura 1).

Em paises de clima tropical e em desenvolvimento, como
€ o caso do Brasil, podemos tentar explicar estes resultados da
seguinte forma:. ocorreria uma maior frequéncia de rotavirose e
criancas nos periodos mais frios do ano dada a maior capacidade
de sobrevivéncia do virus em temperaturas mais baixas e em baixa
umidade relativa (3 Por outro lado, o isolamento e
caracterizagdo destes virus nos outros periodos do anoc seria
decorrente do fato de, nestes paises, a populagdo, na sua
maioria, n8o ter acesso a dgua de boa qualidade. Como a agua € a
principal fonte de contaminac3o de rotavirus, que POTr sSua vezr e
bastante resistente aos meétodos empregados para o tratamento da
dgua e esgotos, a possibilidade de contato com © wvirus @
relativamente alta durante todos os meses do ano, ’

Na tentativa de classificaglo e observa¢8o dos perfis
eletroforéticos de rotavirus em EGPA, foi por nds adotada a
classifica¢3o proposta par Lourengo et alii {437 . Esta
c1assi¥icac50 se baseia na divis3o dos 11 segmentos de RNAds em 4
tlasses, onde a classe I contém oz 4 primeiros segmentos de maior
peso molecular, a classe II os seamentos 5 e 6, a classe III os
segmentos 7, B e 9 e a classe IV ps segmentos 1¢ e 11, com menor
peso molecular. Peéuenas variactes na migrac83o dos viarios
segmentos do material gendmicc dos rotavirus, equivale a um
perfil eletroforético. Sendo assim, dentro das 75 amostras

positivas para rotavirus em EGPA e EIERA (Tabela 1), foi possivel
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a classifica¢8o de acordo com este modelo, de 59 dessas amostras
(Tabela 35). Foram detectados 17 eletroferotipos diferentes e
alguns destes eletroferotipos est3o demonstrados na Figura 2. A
distribui¢io destes eletroferotipos de acordo com a coleta mensal
de fezes foi muito varidvel. A maioria dos eletroferdtipos
apareceu distribuida de maneira n3o uniforme nos diferentes meses
da coleta, sendo que 2 desses perfis apareceram com maior
frequéncia (c,c,e,a e c,c,¥,a) e em meses consecutivos. Dentro do
total de 59 amostras analisadas através dos eletroferotipos, 57
ampstras apresentaram um perfil condizenfe com o grupc A de
rotavirus e 2 apresentaram um perfil compativel com o© grupo C de
rotavirus. Nestas, pode-se observar a auséncia da triade do
agrupamento da classe III do grupo A, ou seja, dos segmentos 7, B
e 9 e também uma diferenga relacionada 3 classe II (Figura 2 -
linha 2). Em ! amostra, foram visualizados 14 segmentos dé RNA
viral e podemos concluir tratar-se de uma mistura de virus
{(Figura 3 - 1linha 4). Uma amostra com o© padr83c curto foi
observado, através da mobilidade lenta do segmento 11, da classe
IV (Figura 3 - linha 2).

A grande diversidade de perfis eletroforéticos
encontrados per nds estda de acordo com muitos trabalhos
realizados em outros paises (23, 105, 107) g Brasil, Pereira et
alii (86), também encontraram uma grande heterogeneidade desses
perfis, analisando amostras de 3 estados brasileiros. Esses dados
vém provar a evidéncia da diversidade dos rotavirus humanos. A

heterogeneidade dos rotavirus prevalentes numa populacio sugere
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alteragles progressivas no genoma viral "in vivo" (26)

Um outrp objetivo do presente trabalho foi a
determinagc8o dos subgrupos dos rotavirus por nds identificados.
Para tal, foi realizado um teste imunoenzimiatico, ja que n3o ¢
possivel uma correlacfo direta entre o perfil eletrofordtico e o
subarupo dos rotavirus (29, 46}

Sabe~se que os antigenos de subgrupo estBc localizados
na proteina VPé do capsideo interno, codificada pelo 69 segmento
gendmico e que este possui 2 especificidades distintas, ou seja,
para o subgrupo I e para o subgrupoc II (6@)

A tecnica por nds utilizada para distinguir o subgrupo
dos rotavirus do grupo A, foli o ensaio imuncenzimatico parsa
subgrupo, que utiliza anticorpo monoclonal especifico preparado
contra antigenos dos subgrupo I e II

Do total das 7@ amostras testadas, conforme mostra a
Tabela &, 3 amostras (4,28%) apresentaram especificidade para Q
subgrupo I, 39 amostras (55,71%) para o subgrupo II, (que & mais
comumente encontrado (477), 1 amostra (1,424) para ambos os
subgrupos e 13 amostras (18,57%) nSo foram identificadas gquanto
a0 subgrupo. Estas porém, demonstraram especificidade para o
grupo A de rotavirus e quando analisadas em EIERA, este
resultado demonstra portanto, que a proteina VP& estsd presente no
virus e a ndo determinacio dos subgrupos, poderia ser explicada
par: 1) ter ocorrido uma perda parcial do epitopo responsivel
pela subgrupagem do virus; 2) estes virus possuiriam epitopos

diferentes dos ja conhecidos, como tem ocorrido em outros estudos
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(62, 1135) portanto, pertenceriam a um outro subgrupo, diferente
daqueles que nds analisamos. Em relac3o0 as 14 amostras que n3o
apresentaram especificidade aps subgrupos I e Il ¢ também ao
grupo A de rotavirus, provavelmente tenham perdido totalmente a
proteina VP&, devido as condigSes de estocagem. 0 fato de
encontrarmos uma frequéncia maior de rotavirus do grupo A,
subgrupo II (55,71% das amostras analisadas) € coincidente com
outros dados da literatura ¢4, 77, 191) gue mostram que a grande
maioria dos rotavirus humanos identificados em vidrias partes do
mundo, pertencentes a este subgrupo.

Cbservando ainda o perfil eletroforetico das amostras
em EGPA foi possivel observar que em 59 delas (76,686%), 56
apresentaram o padr3oc longo de migrac3o eletroforética, 1 amostra
o padr3o curto e 2 amostras demonstraram um perfil sugestivo do
grupo c de rotavirus (Figura 2). Das 3 amostras com
especificidade para o subgrupo I, 2 amostras apresentaram padrﬁo.
longo de migragd3o (Figura 3 ~ linha 3) e apenas 1 amostra o
padr8o curto (Figura 3 - 1linka 2), o que vem confirmar
resultados obtidos por outros autores que mostram a n3o relaglo
entre o perfil eletroforético e subgrupos de rotavirus (36, 116)

Para finalizar, o0s nossos resultados sugerem ou
demonstram que a rotavirose €, certamente uma causa importante da
diarréia em criancas, principalmente na faixa etadria de i3 a 24
meses de idade, podendo ocorrer com menor frequéncia em outras
idades. Tanto quaqto saibamos, nenhum outro estudo amplo,

envolivendo um numero elevado de criangas-caso € criancas-
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controle, em diferentes faixas etdrias havia sido realizado em
nosso meio. Também, pela 12 vez em nosso pais, os subgrupos de

rotavirus foram determinados. Diante destes resultados podemos

concluir:

7. CONCLUSJES:

1 =~ Com relag8o as técnicas empregadas para a detecgio de
rotavirus em fezes de criangas, ou seja, o Ensaio Imunocenzimitico
(EIERA) e a Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (EGPA), podemos
dizer que o0s 2 testes, podem ser utilizados para a detec¢3o de
rotavirus em extratos fecais. Dado o alto grau de concordincia
entre os testes de EGPA e EIERA, qualquer um dos 2 testes pode
ser wutilizado como o objetivo acima exposto. Apesar do teste de
EGPA ter detectado 48 amostras positivas de rotavirus e o teste
de EIERA apenas 97 amostras ¢ p teste estatistico da diferenga
entre proporgdes mostrou um nivel de signific3ncia de 153%, o que

€ considerado como n8o sianificativo.

€ ~ No presente trabalho ficou evidenciada a participag8o do
rotavirus como agente de diarréia em criangas. Das 505 amostras
de fezes provenientes de criangas com diarréia, 68 amostras
(13,46%) foram positivas para rotavirus. Das 505 amostras de

fezes nio~diarrdicas, em apenas 7 amostras (1,38X% foi



79

diagnosticada a presenga do wvirus. Este resultado, quando
analisado estatisticamente pelo método da diferenga entre
proporgdes mostrou um nivel de significB3ncia igual a zero (), ©
que € altamente significativo. Pelo método de Mantel-Haenszel,
tambeém ficou wevidenciado este aspecto, uma vez que o wvalor
estimado para a identificac8o de rotavirus em fezes de criangas
com diarreia foi de 9,739 vezes maior que o em fezes de criancas

sem diarreia.

3 - Analisando a3 incidéncia de rotavirus com relag3oc i faixa
etdria das criangas em estudo, podemos concluir que:

a) Nos primeiros meses de vida, isto €, entre @ a 12 meses, a
probabilidade de criangas apresentarem diarréia por rotavirus foi
bastante pequens.

b) A maior incidéncia ocorreu em criancas entre 13 a 24 meses
de idade, onde 3! amostras foram positivas para rotavirus em
criangas—caso e 2 amostras foram positivas em criancas-controle.
Isto significa 44% do total de amostras positivas de rotavirus,
ne presente trabalho.

c) Em criangas entre 25 a &0 meses de idade a incidéncia de
rotavirus foi significativamente menor.

Analisando estatisticamente os resultados obtidos dentro de
cada faixa etdria através do método de Mantel-Haenszel, pudemos
observar que em criangas ateé 12 meses de idade a possibilidade de
detecgdo de rotavirus em fezes diarrdicas & 0,909 maior que a em

fezes nBdo diarréicas. Jd na faixa etdaria entre 13 a P4 meses de
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vida este valor foi de 14,845, mostrando portanto a import8ncia

deste agente na diarreéia de criangas nesta faixa etaria.

4 - Com relagdo a distribuig8c mensal dos casos de rotavirus,
pudemos concluir que nos meses mais frios do ano {(abril a julho)
a incidéncia de rotavirus foi maior que nos outros meses em
estudo. Das 735 amostras positivas para rotavirus, nas 1010

amostras de fezes de criangas analisadas, 54 amostras (72%) foram

detectadas neste periodo.

S - Atraveés do teste de EIE para determinac80c de subgrupos
dos rotavirus foi possivel wverificar a maior incidéncia do
subgrupo Il num total de 39 amostras (55,71%), enquanto que, para
o subgrupo I apenas 3 amostras (4,28%) foram identificadas. Em
uma 1 amostra (1,42%), onde foram detectados mais de um rotavirus

em EGPA, encontrou~se especificidade para o subgrupo I e para o

subgrupo II.

6 - Observando-se a migrag8o dos segmentos de RNA em EGPA e o
teste de EIE para subgrupo, foi possivel wverificar a n3o
correlac8o entre o perfil eletroforético e subyrupo, uma vez que
encontramos 2 amostras pertencentes ao subgrupo I com padrio

longo de migragc3o eletrofordtica.



7 = No presente estudo foram detectadas 2 amostras ndo
pertencentes a0 grupo A de rotavirus, com o teste de

EIERA negativo e perfil eletroforético sugestivo de rotavirus do

grupo C.

8 =~ Atraves do modelo proposto por Lourengo et alii (&5),
foram identificados 17 eletroferotipos diferentes de rotavirus
em EGPA, distribuidos de forma ni3o uniforme nos diferentes meses

em que foram coletadas as amostras para estudo.




73

B. RESUMO

Os rotavirus s3o0 uma das principais causas de diarréia
em criangas menores que 5 ancs de idade, principalmente nos
paises em desenvolvimento, onde a taxa de mortalidade tem se
mostrado bastante alta. A infec¢3o por rotavirus € auto-limitada,
leva a descamag3c rdpida e intensa do epitélio colunar das
vilosidades do intesting delgsdo e acarreta o encurtamento e
atrofia das vilosidades intestinais a nivel do intestino delgado.
Consequentemente, ha um prejuizo no processo de absor¢3o-digestio
advindo wuma diarréia do tipo osmdtica por mi-absorcSo, que
persiste até a reposi¢3o do epitélio colunar das vilosidades.

fs rotavirus est3o «classificados como um género
separado na familia Reoviridae sendo compostos por 2 capsideos
(interno e externo) e 11 segmentos de RNA(ds). Os rotavirus s3o
encontirados no homem e em varias espécies animais sendo
morfologica, bioquimica e antigenicamente similares, pOr
apresentarem antigenos de grupo comuns, associados ao capsideo
interno. Antigenos tipo-especificos est3o ligados aoc capsideo
externo.

No nosso trabalho foram analisadas 101@ amostras de
fezes de criancas, sob atendimento ambulatorial na cidade de S3o
Paulof sendo que 505 destas apresentavam diarréia no momento da
coleta @ 303 eram provenientes de criancas sem diarréia. Para

cada amostra de fezes com diarreia foi coletada no mesmo dia uma



74

outra amostra de crianga sem diarréia para servir como controle.

Todas as amostras foram analisadas em eletroforese em
gel de poliacrilamida <(EGPA)Y e em ensaio imuncenzimdtico
(EIERA) . Em EGPA foram detectadas 48 amostvras positivas para
rotavirus enquanto que, através do EIERA, foram detectadas 57
amostras positivas.

Do total de 75 amostras positivas para rotavirus, 68
amostras (13,446%) foram identificadas em criangas com diarréia e
7 amostras (1,38%) em criancas sem diarréia e em 59 amostras foi
possivel classificar 17 perfis eletroforéticos diferentes.

A maior frequéncia de rotavirus ocorreu em criancas na
faixa etdria de 13 a 24 meses de idade e foi durante os meses
mais frios do ano (abril a julho de 198B%9) que houve uma maior
incidéncia da doenga.

Para melhor caracterizac8o soroldgica, as amostras
foram testadas em um ensaio imunoenzimdtico (EIE) para a
determinac83o do subgrupo a que pertenciam. ‘Bas 70 amostras
analisadas, 3 amostras (4,28%) foram detectadas como pertencentes
ao  subgrupo I, sendo 2 delas com o padrio de migracSo longo de
acordo com o EGPA, 39 amostras (55,17%) ao subgrupo II, 1 amostra
(1,42%) com especificidade aos subgrupos I e II. Esta em EGPA
demonstrou a presenca de 2 rotavirus diferentes., Em 13 amostras
(18,57%) nd3o foi possivel a classificacSo dentro dos subgrupos
mas estas apresentaram resultado positivo para rotavirus do grupo
A. As 14 amostras restantes n3o foram classificadas nem dentro

dos subgrupos & nem mesmo quanto ao grupo A de rotavirus, apesar
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de terem sido positivas em EGPA e/ou EIERA, com excec3o de 2
amostras, que de acardo com perfil eletroforético, apresentaram

um perfil sugestivo do grupo C de rotavirus.
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8. APENDICE

I. Preparo de solucSes utilizadas em EIERA e EIE

1. TAMPAD FOSFATO SALINA (PBS) pH 7.4

NaCl.. . ... .. 8,6 g
KC1 . 0.2 g
NapHPO4. .12 HpO. . .. ... .. ... .. ... . ... .. 2,89 g
KHaPOg . . ... 0,2 g9
HeO Destilada q.s.p................... 1000,0 ml

Conservar a 40 C.

a. PBS/T

Conservar a 40 C.

3. BSA 10% (Albumina de Soro Bovino - Frag3o V)
BSa. . ... ... e e 12,0 g
PBS LY q.s.p. ... 192,00 ml

Conservar a ~-20 C.
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4. PBS/T/BSA
BSA 10%. . . .. 10,0 ml
PBS/TCRY . oot 90,0 ml

Conservayr & -20o C.

5. PBS/T/BSA/EDTA
EDTA 9,25 (pH ajustado a 7.4 com Tris).. 2,90 ml
PBS/T/7BSACI3)Y . . . e 48,9 ml

Conservar a -200 C.

6. TAMPAD CARBONATO-BICARBONATO pH 9.6

NapCOgz. .. ... ... 40,0 ml
NagHCOg. .. ... 83,¢ ml
HaO destilada................ ... ... ... 375,90 ml

Conservar a 490 C.

7. SUBSTRATD (Suficiente para uma placa) pH 5.6

Acido citrico @,tM. . ... ... . ... .. 4,1 ml
NagHPO4 @,2M. . . ... .. 6,4 ml
HoD destilada. ... ... .. ... .. .. ... ...... 12,5 ml

OPD (orto-fenilenadiaminald........... ... 19,9 mg

HaOp (30vold. . ... ....................... 37.5 ul



8.

g.

ie.

FENOL

k2=

II. Preparo de soluges utilizadas em EGPA.

BIDESTILADO

Redestilar o fenol, evitando-se a primeira e dltima
partes

Congelar a - 200 C

Aquecer a 709 C

Medir o wvolume de Ffenol e um igual wvolume de
clorgformio

Introduzir o fenol sobre o cloroformio, sem deixar
tocar nas paredes laterais

Homogenizar

Verter em frasco escuro e saturar com HpO destilada

Separar as fases e manter a soluglo a -20°0 C.

SOLUCRD A: ACRILAMIDA/BIS-ACRILAMIDA

Aorilamida. .. ... L L oL 30.,¢ g
N-N-Bis-Metileno Acrilamida...... ... . ... .. 1.3 ¢
HpO destilada, completar a .. ... ... .. .. . 109,90 ml

SOLUCAD B: TAMPXD PARA GEL INFERIOR (¢(1,5M Tris/HC1 pH 8.8)

Tris Hidroximetil aminometano........... . 18,17 g

Hz0 destilada, completar a ............ . 12,0 ml

HC1 42N suficiente para acertar o pH a 8.8



11. SOLUGCAD C: TAMPAD PARA GEL SUPERIOCR (@,3M Tris/HC1 pH &4.8)
Tris Hidroximetil aminometano............. &£,9 g

HpO destilada, completar a ..... ... ... .. 120,9 ml

HC1 i2N suficiente para acertar o pH a 4.8

12. SOLUCAD D: PERSULFATO DE AMSNIO & 2%
(Solugdo preparada no momento de uso)
Persulfato de amdnio...... ... ... .. ... .. .. 40,0 wmy

Ha0 destilada. ........... ... . .. ... ... .. 2,9 ml

13. SOLUCXO E: TAMPXD PARA 0S RESERVATSRIOS -~ 4 X CONCENTRADO)

Tris hidroximetil aminometano.......... . . 12,.¢ g
Glicidna . . ... .. .. 37,6 g
HaO0 destilada, completar a ............ 100¢,0 ml

14. MISTURA DISSDCIANTE (1 X)

Ureda. ... ... . 3,9 |
2~-Mercaptoetanol ... ... . ... ... ... ... @,5 ml
SDS a 10X em Agua destilada...... ... ... . . 3,2 ml
Tris/HC1 ©,5M, pH 6.8 (solugdo C)..... ... . 1,23 ml
Azul de bromofenol a 1%.............. .. .. . e,1 ml

Hp0 destilada completar a ... ......... . . 16,06 mi



Quem fez a entrevista
g o e

IniIciats

Questionario para estudo da doenca diarreica - CASO

Definigao do caso:
(marque cada um) --=~ idade 12 a 59 meses

--- diarreia ( » 3 evacuagoes de fezes nao forma
das ou aquosas/dia)

--— por € 7 dias, e % 14 dias desde ultimo episé
dio de diarreia

-—--"nunca foi entrevistade neste estudo

Numero do registro do Hospital Menino Jesus:

i, e i spracronter Sre———

Pessoa 1

2 outra, quem cuida da crianga
entrevistada:

mae o
3 outra, especificar

A. INFORMAGOES DEMOGRAFICAS

1. Cédigo n: _ Nome
2. Data do nascimento: 'wm/mm‘__ R
ia mes ano
3. Sexo: 1 _ masculino 2 feminino
Distrito:

Cédigo do Sub-~distrito:

B. INFORMACOES CLINICAS

1. Daﬁa desta visita:

b o, PV s —rn Wittt

ia mes ano

2. Data do inicio da'diarréia:

“dia “mes ano

3. Nos ultimos 7 dias, a crianca apresentou:

Sim Nao Desc
a. vomitos L . .
b. sangue nas fezes (anote o que a mae
disse, nao o gue voce viu o o o
c. febre (anote a opiniao da mae) L L .
d. coriza ou congestao nasal L L L
e. tosse — - .
f. dor de gargants - . .
g. choro ourdor abdominal quando

evacua



4.

Numero mais elevado de evacuacoes em 24 horas (um dia e umanoite)
nos ultimos 7 dias: (¥fnota, se < 3, nao e um caso de diarreia)

i 3-5
27 6-9
3 T 10-14
4 > 15
g ::: Pesconhecido
Grau de desidratacao:
1 hidratada 4 grave
27 leve 5 7 desconhecido
3 ___ moderada
LEVE MODERADA GRAVE
Geral irritado nals agitada largada
Sede sin extrena nao aparente
Boca seca nuito seca labios ciznosades
Pele elasticidadei elasticidade fria
Olhos brilhantes afundados muite afundados
Fontanela normal deprinida deprinida
Tono aumentado flacidez
Ritmo cardfaco 130-140 160-180 180 '
Respiragao rapida e suspirada lenta e superficial

Diurese L ll lll

Peso: . kg (somente anotar os resultados obtidos no

Temp. axitar: , C hospital hoje)

Altura: cm

INFORMACOES EPIDEMIOLOGICAS

A ¢rianca passoy a noite em um hospital nos 30 dias anteriores ao
inicio da diarreia?

Sim ___Nao ___ Desc

SE NAQ, VA DIRETAMENTE A QUESTAD 2 (pagina 3)

!
SE SIM, interrogue sobre a internacao mais recente:

a. Nome do hospital da internacao mais recente:

-

Codigo do hospital:

b. Motivo da internacao: 1 Diarreia
2 Outros:
especifticar
3 __ Desconhecido

¢. Quantos dias ficou no hospital?

d. Quantos dias apos a alta hospitalar esta diarreia teve inicio?
(*nota, 00 = inicio em um hospital)
e. Qual o numero de outras criancas internadas no mesmo quarto no
hospital?’




f. Durante a hospitaiizagao, a crianga foi submetida a:

(1) sonda nasogastrica: Sim Nao
(2) uma cirurgia: Sim Nao

SE SIM a cirurgia, descreva:

Desc

Desc

A crianca recebeu algum antimicrobiano para esta diarreia?

2. a.

Sim Nao

Desc

b. A crianga recebeu algum antimicrobiano nos 14 dias anteriores

ao inicio da

___Sim

diarreia?

Nao

Desc

Nome de todos os antimicrobianos recebidos ngs 14 dias anteriores

ao inicio da diarreia ou apos o inicio da diarreia. (Se o nome for
‘desconhecido, anotar como nome desconhecido e responder todas as ou
tras perguntas)
VIA
=1V ou M Data do Data do g .
Nome do V=V,0 inicio nterromoido Motivo para o inicio
antimicrobiano  A=Ambos (dia/mes/ano)  (dia/ m? ) do antibiotico
D=Desc ia/mes/ano ia/mes/ano
Esta
Di -. 2 Qutra
ranreia

B
T el Tl T
B
B

3. Nos 7 dias anteriores ao
dada em sua propria casa

Sim Nao

4. Nos 7 dias anteriores ao
dada durante o dia em:

a. Na creche?
Na escola”?

c. Em outra casa com

criancgas de outras casas”?

OQutra situagao fora de casa?

inicio desta diarreia, a
durante o dia » 4 dias?

crianca foi cui-

Desc

inicio desta diarreia, a crianga foi cui=-

especiticar

SE

NAO EM TODAS AS ACIMA,

Sim o Nao Desc
- Sim L Nao Desc
__Sim - Nao Desc
____Sim L Nao — Desc

VA DIRETAMENTE A QUESTAO 5 (pagina 3§)



SE SIM, em creches, escolas ou outras casas, quantos fugares (no
total, alem de sua casa) a crianga foi cuidada nos /7 dias anterio
res ao inicio desta diarreia?

a. Diga-me o nome da creche ou da pessoa da casa onde a crianga

Ly T . AmL————— - *

recebeu a mator parte do cuidado nos 7 dias anteriores ao ini
clo desta diarreia?

(1) Nos 7 dias anteriores ao initcio desta diarreia, durante guan-
tos dias recebeu cuidados neste lugar?

(2) Que tipo de lugar e este?

1 creche
2~ escola
3 7 outra casa com criangas de outras casas
4 7 outra situagao
- especificar
5 desconhecido

(3) Distrito do lugar?
Codigo do Sub-distrito:

(4) Quanto tempo atras em relaggo a hoje, a crianga comegou a
frequenta-Ta~’

<1 mes

1-2 meses
3-6 meses
7-12 meses
>1 ano
desconhecido

T

(5) Quantas criancas ha na classe?

1-4 5 50-99

5-9 6 100~199
10-19 7 > 200

20-49 8 desconhecido

BGo b0 =

[T
AN

SE A CRIANGA FOI CUIDADA SOMENTE EM UM LUGAR (EXCETO SUA PROPRIA
CASA) VA DIRETAMENTE A QUESTAQ 5 {(pagina 5)

b. Se a crianca foi cuidada em mais de um lugar fora de casa, alem
dos lugares da pergunta anterior, nome do segundo lugar onde a
crianca esteve a maior parte do tempo:

(1) Nos 7 dias anteriores ao inicio desta diarréia,dummﬁequaw~
tos dias recebeu cuidados neste lugar?

(2) Que tipo de tugar e este?

1 creche
2 — escola
3 _ outra casa cgm criangas de outras casas
4 _ outra situagao
' especiticar
5 __ desconhecido

(3) Distrito do lugar?
Codigo do Sub-distrito:




(4) Quanto tempo atras em relacao a hoje, a crianga comecou a
frequenta-la?

1 <1 mes
2 1-2 meses
3 3-6 meses
4 7-12 meses
5 >1 ano
6 desconhecido
(5) Quantas criancas ha na classe?
1 1-4 5 50-99
2 5-9 6 100-169
3 10-19 7 3 200
4 20-49 8 desconhecido
5. A crianga estava recebendo gualquer quantidade de leite materno
nos 7 dias anteriores ao inicio da diarreia?
Sim ‘ Nao Desc

SE NAQ, com gque idade a crianca parou de ser amamentada ao seio?
meses (*nota 00=nunca foi amamentada, 99= desconhecido)

6. Nos 7 dias anteriores ao inicio da diarreia, a crianca recebeu al-
gum alimento na mamadeira, em casa ou em outro focal?

Sim Nao Desc
SE_NAO, OU DESCONHECIDO, VA DIRETAMENTE A QUESTAO 7 (pagina 6)
SE SiM,

a. Algumas vezes quando voce prepara a mamadeira para o seu bebe
ele nao acaba todo o conteudo. 0 que voce geralmente faz quan
do o bebe nao toma todo o conteudo da mamadeira?

1 Joga fora o resto |
2 guarda para mais tarde
3 outra, explique:
4 desconhecido
b. Queremos saber algumas coisas sobre a limpeza de partes da ma
madeira,
(1) Apos usar a mamadeira, como voce geralmente |impa o bico da
mamadeira?
Sim Nao Desc
Lava com agua
Lava com sabao
Ferve o bico
Outra, explique:
(2) Apos usar a mamadeira, como voce limpa a mamadeira? (alem
do bico)?
Sim Nao Desc

|
|

Lava com agua

Lava com sabao

|l
|
|

Ferve a mamadeira

Qutra, explique:




7. Eu vou nomear algumas bebidas. Diga-me, por favor, nos 7 dias an
teriores ao inicio da diarreia, a crianga ingeriu quais dos seguin

tes alimentos liquidos:
SE SIM, bebeu de uma mama
deira ou outra vasilha,
ou ambos:
Bebida Sim Nao Desc | Mamadeira Qutra Ambos

Leite de vaca

SE SIM, que tipo de
feite de vaca (A, B,
C, outro, desc)

Leite em pé

Suco feito em casa

Agua nao fervida

Agua fervida ou cha

8. A crianga usa chupeta?

Sim Nao Desc

9. A crianga comecou a receber qualquer alimento que ela nunca havia
ingerido, nos 7/ dras anteriores ao inicio da diarreia?

Sim Nao Desc

SE SIM, nome do{s) alimento(s):

10. Estas perguntas sao sobre a preparagao da comida. _Queremos saber
como voce prepara os seguintes alimentos? (*nota codigo_de onde

guarda: l=armario ou prateleira ou sobre o fogao, 2=fogao, 3=gela
deira, 4=outra, 5=desc) : -

estes alimentos? | e consome no jantar?

A crianca consome | Prepara geralmente de manha

Prepara geralmente a noite

e consome no dia seguinte’

. 5 Se sim, . Se sim,
Alimento |Sim  Nao Desc | Sim Nao Desc onde Sim  Nae Desc onde
guarda guarda
Suco L
Leite
em po
Cha
Arroz
Feijao

Sopa




D. INFORMACOES EPIDEMIOLOGICAS - FAMTLIA

Agora eu preciso fazer algumas perguntas sobre as outras pessoas
da sua casa.

1. Quantas pesscas dormem na casa’

Em quantos comodos elas dormem?

Quantas outras pessoas dormem na mesma cama junto com esta crian
5 =
ca’

SE MAIS DE 10 PESSOAS DORMIREM NA CASA, VA PARA A QUESTAO 3

2. Voce precisa me dizer qual a idade de todas as pessocas da sua ca-
sa, exceto esta crianca:

Alguma dessas pessoas

teve diarecia nas duas P
No. | dade Sexo . semanas que precederam
o inicio da diarreia
nesta crianga

repara ou ajuda a
preparar a comida

{ano/mes) M F Sim Nao Desc  Sim Nao Desc

(1)
(2)
(3)
(4)
(5)
(6)
(7)
(8)
(9)

3. Assim, ha outras criancas com menos de 5 anos na sua casa,
correto? T{Deve concordar com os dados acima, se preenchidos).

SE NAQ HQUVER (0) OUTRA CRIANCA COM MENOS DE 5 ANOS, VA A PARTEE,
INFORMACOES EPI-CASA.

a. Ha alguma crianca < 5 anos na casa alem deste paciente, que re-
cebeu cuidados Tora do lar nos 7 dias anteriores ao inicio da
diarreia do paciente?

Sim : Nao Desc
b. Ha alguma crianca com menos de 5 anos na casa, alem deste pa
ciente, que usa fraldas durante o dia?
Sim Nao Desc
¢, Ha alquma crianca com menos de 5 anos na casa, alem deste pa

ciente, que usa fraldas cnguanto dorme?

Sim Nao Desc



INFORMACOES EPIDEMIOLOGICAS ~ CASA

Na casa da crianca e utilizada agua encanada da rede publica para
beber?
Sim Nao Desc

SE NAQ, coloque o nome da fonte de égua

Quando esta crianca bebe agua, a agua vem diretamente da torneira
ou de algum outro local? (marque somente uma alternativa):

diretamente da torneira

de vasilha com agua nao fervida
de vasilha com_agua fervida

do filtro com agua nao fervida
do filtro com agua fervida
outro, especificar:
desconhecido

3OO GO o e

RERRRE

Se de vasilha ou filtro, eles sao tampados habitualmente ou nao?

Sim Nao Desc

Ha uma torneira dentro da propria casa da crianga?

Sim Nao Desc

St SIM, quantas torneiras? (*nota 99=desc)

Ha na casa da crianga um vasilhame (ou vasilha) para estocar a
agua de beber?

Sim Nao Desc

SE SIM, as pessoas colocam o copo diretamente no vasiihame para pe
pE M P pe
gar a agua?

Sim Nao Desc
Estas perguntas sao sobre o sanitario.

a. Onde e o sanitario da familia?

dentro da casa
fora

ambos _ 3

nao ha sanitario’
outro, descreva:
desconhecido

T

<« O 5 G B =

sanitario e usado por outras familias?

Sim Nao Desc

c. Ha agua corrente dentro do sanitario?

Sim Nao Desc

d. Voce ve agua servida saindo do seu sanitario, a ceu aberto per
to de sua casa?’

Sim Nao Desc



e. Que tipo de esgoto ha na sua casa?

1 rede publica ou fossa
2 ceu aberto
3 outros, descreva:
4 desconhecido
6. Ha uma torneira para lavar as maos dentro ou muito perto do sani-
tario?
Sim Nao Desc

SE SIM, ha sabonete para lavar as maos, hoje?

Sim ' Nao Desc

|

ual o tipo de papel! disponivel para higiene, no sanitério, hoje?

papel higienico comercializado
nenhum

outros, especificar:
desconhecido

o (a3 B D

[T

(RESPONDER SOMENTE SE A PESSOA ENTREVISTADA FOR A MAE OU QUEM CUIDA
DA CRIANGA).

8. Muitas pessoas nao entendem como e dificil cuidar de uma crianga
pequena, preparar a comida e cuidar da casa. Frequentemente nao
ha tempo para fazer tudo isto. Vou fazer algumas perguntas sobre
algumas coisas que a mae muito ocupada, pode nao ter tempo de fa
zer. Voce me dira se faz algumas vezes estas coisas ou sempre,
habitualmente, ou nunca:

1.Sempre 2.Habit. 3.As vezes 4.Nunca 5.Desc

a. Quando uma crianca pe

—r———b i Pt e P it

quena evacua e voce a

limpa, voce lava suas
maos apos?

b. Antes de preparar os
alimentos voce lava
as maos?

c. Apos voce usar o sa-
nitario voce lava as
Suas maos?

d. Antes de voce usar o
sanitario, voce lava
&8s suas maos?

9. Ha na casa da crianca um refrigerador funcionando hoje?

Sim Nao Desc

10. Hs na casa da crianga algum animal?

Sim A Nao Desc



SE SIM:

Animal - Ha na casa Entra na casa
Sim Nao Desc Sim Nao Desc

cachorro

gato

gal inhas

outro
OUTROS DADROS

1. Ate que ano da escola o chefe da familia da crianga cursou?

1 Nenhym .

2 " Primario Incompleto 3 Primario Completo

4 7 Ginasial Incompleto 5 Ginasial Completo
6 7 Colegial Incompleto 7 7 Colegial Comwpleto

8 7 Post-colegial (universidade, ou profissional)

9 7 Qutro, explique:
10— Desconhece

2, Qual e aproximadamente _a renda total mensal na casa (em salarios

minimos)? - salarios (¥nota 999=desc)

(Hoje, aproximadamente, um salario minimo vale - dolares)

INFORMACOES SOBRE A AMOSTRA DE FEZES

1. Como foi obtido o "swab"?

1 "swab” inserido no reto

2 "swab” de evacuagao natural
3 “swab” de evacuagao_com suposutorlo de glicerina
4 outros, ou combinacao dos acima, descreva:

2. Aspecto das fezes?

1 sem sangue
2 com sangue
3 desconhecido

INFORMACAD FINAL

1. A crianga passou a noite no hospital na data deste atendimento?

Sim Nao Desc

SE SIM, destino da crianca:

1 ficou somente no Pronto Socorro

2 foi admitida em outras enfermarias do Hospital Infantil
T Menino Jesus

3 __ foi encaminhada para outro hospital

Motivo(s) da internagao:

2. Nome do controle:




6. INFURMAGOLS SOBRE A AMOSTRA DE FEZES

1. Com foi obtido o “swab”?
“swab” inserido no reto

'swab” de evacuagao natural .

“swab” de evacuagao_com supesitorio de glicerina
outros, ou combinacgao dos acima, descreva:

I

|11

1
2
3
4
A

specto das fezes?

1 sem sangue
2 com sangue
3 desconhecido

H. INFORMACAQ FINAL

1. A crianga passou a noite no hospital na data deste atendimento?

Sim Nao Desc

SE SIM, destino da crianca:

1 ficou somente no Pronto Socorro :

2 foi admitida em outras enfermarias do Hospital Infantil
Menino Jesus

3 __ foi encaminhada para outro hospital

[

Motivo(s) da internacao:

2. Nome do caso:




Quem fez a entrevista

L e I R

ithictais

Questionario para estudo da doenca diarréica - CONTROLE

Definicao do controle:

—--= parear com o caso pela idade no inicio da doenga (12-23 meses,

24-35 meses, 36-59 meses)

--- ngo ter diarreia, dor abdominal, vom:tos, ou outros problemas gas
trintestinais nos 30 dias anter:ores ao inicio desta doenca

~-- a duracao do atual problema ¢ 7 dias
-—- diagnostico final nao ser febre de causa desconhecida

--- nunca foi entrevistado neste estudo

Numero do registro do Hospital Menino Jesus:

Pessoa ~ 2 outra, quem cuida da crianga
. 1 mae ——— )
entrevistada: — 3 outra, especificar

A. INFORMACOES DEMOGRAFICAS

[s]

Cédigo n¥:  Nome
Data do nascimento: A

Sexo: 1 . masculangqla 7°* fé%inlno
Distrito:

Codigo do Sub-distrito:

L P I

B. INFORMAGOES CLINICAS

1. Data desta visita:

e e A Mo arrmrm sttbeeern

“dia mes ano

2. Data do inicio da doenca: / /

M e T it . ittt

ta mes ang

3. Nos ultimos 7 dias, a crianca apresentou:

S Nao Desc
a. febre {(anote a opiniao da mae)
b. coriza ou congestao nasal
c. tosse
d. dor de garganta
4. Peso: - kg (somente anotar os resultados obtidos no
hospital hoje)
Temp. axilar: , C

e e

Altura: cm

5. Diagnostico do controle:




C. INFORMACOES EPIDEMIOLOGICAS

1. A crianca passou a noite em um hospital nos 30 dias anteriores ao
inicio da doenca?’

Sim Nao Desc

SE NAQ, VA DIRETAMENTE A QUESTAQ 2

SE SIM, interrogue sobre a internacao mais recentoc:

a. Nome do hospital da internacao mais recentoe:

Cédigo do hospital:

b. Motivo da internagao: I Diarrcia
2 Qutros:
especificar
3 Desconhecido
Quantos dias {icou no hospital?

d. Quantos dias apés a alta hospitalar esta doencga teve inicio?
(*nota, 00 = inicio em um hospital)

e. Qual o numero de outras criancas internadas no mesmo guarto no
hospital?

f. Durante a hospitalizacao, a crianga foi submetida a:

{1) sonda nasogastrica: ___Sim Nao ___Desc

(2) uma cirurgia: Sim Nao Desc

SE SIM a cirurgia, descreva:

2. a. A crianga recebeu algum antimicrobiano para esta doenca?

Sim Nao Desc

b. A crianca recebeu algum antimicrobiano nos 14 dias anteriores
ao inicio da doenga?

Sim Nao ___ Desc

Nome de todos os antimjcrobianos recebidos nos 14 dias anteriores
ao inicio da doenga ou apos o inicio da doenca. (Se o nome for des
conhecido, anotar como nome desconhecido e responder tcodas as outras
perguntas).

VIA
Nome do &iévoou " Data do Data do Motivo para o inicio
ant imicrobiano A=aébos iNiCio interrompido do antibiotico
" (dia/mes/ano) fdia?messaﬂo) &
U=desc Esta
I 0 2 OQutra
JG(‘QQG

T~ T T
N

:\‘\‘\\
e



3. Nos 7 digs anteriores ao inicio desta doenga, a crianca foi cuida-
da na propria casa durante o dia por 4 dias ou mais?

Sim Nao Desc

4. Nos 7 dias anteriores ao inicio desta deenca, a crianga foi cuida-
da durante o dia em:

a. Na creche? ‘ Sim Nao Desc
Na escola? Sim Nao Desc
c. Em outra casa com : L
. o Sim Nao Desc
criangas de outras casas” — —— e
d. Qutra situacao fora de casa? Sim Nao Desc

especificar
SE _NAC EM TODAS AS ACIMA, VA DIRETAMENTE A QUESTAO 5 (pagina 4)

SE SIM, em creches, escolas ou outras casas, quantos lugares (no
total, alem de sua casa) a crianca foi cuidada nos 7 dias anterio
res ao inicio desta doenga?

a. Diga-me o nome da creche ou da pessoca da casa onde a crianga
recebeu a maior parte do cuidado nos 7 dias anter ores ao  in.
cto desta doenga’

(1) Nos 7 dias anteriores ao inicio desta doenga, durante quan~
tos dias recebeu cuidados neste lugar?

(2) Que tipo de lugar e este?

1 creche
2 7 escola
3 ___ outra casa com criancas de outras casas .
4 outra situacgao
T especificar
5 __ desconhecido

(3) Distrito do lugar?
Codigo do Sub-distrito:

{4) Quanto tempo atras em relacao a hoje, a crianga comegou  a
frequenta-la;

<! mes

1-2 meses
3-6 meses
7-12 meses
>1 ano
Desconhecido

Dl e G by e

T

(5) Quantas criancas ha na classe?

1 1-4 5 50-99

2 529 6 = 100-199
3 10-19 7 T 3200

4  10-49 8 ::: Desconhecido

SE A CRIANCA FO! CUIDADA SOMENTE EM UM LUGAR (EXCETO SUA PROPRIA CA
SA) VA DIRETAMENTE A QUESTAQ 5. -



b. Se_a crianca foi cuidada em mais de um lugar fora de casa,
alem dos Tugares da pergunta anterior, nome do segundo lugar
onde a crianga esteve a maior parte do tempo:

(1) Nos 7 dias anteriores ao inicio desta doenga, durante quan-
tos dias recebeu cuidados neste fugar?

(2) Que tipo de lugar e este?

1 creche

2 " escola

3 7 outra casa com criangas de outras casas
4 7 outra situacao

espectfiear

wn

desconhecido

|

{3) Distrito do lugar?

-

Codigo do Sub-distrito:

(4) Quanto tempo atras em relacao a hoje, a Crianca comegou  a
frequenta-lac

1 <1 mes

2 I-2 meses

3 3-6 meses

4 7-12 meses

5 >1 ano

6 Desconhecido

(5) Quantas criancas ha na classe?

1 1-4 5 50-99

2 5-9 6 100-199

3 1019 7 » 200

4 20-49 8 Desconhecido
5. A crianga estava recebendo gualquer quantidade de leite materno

nos 7 dias anteriores ao inicio da doenga?

Sim Nao Desc

SE NAQ, com que idade s crianca parou de ser amamentada ao seio?
meses {(*nota 00=nunca fo, amamentada, 99=desconhecido)

6. Nos 7 dias anteriores ao inicio da doenga, a crianga recebeu algum
alimento na mamadeira, em casa ou em outro local?

Sim Nao Desc

SE NAO, OU DESCONHECIDO VA DIRETAMENTE A QUESTAQ 7 (pagina §)
SE SiM,

a. Algumas vezes quando voce prepara a mamadeira para o scu  bebe
ele nao acaba todo o conteudo. 0 que voce geralmente faz Quan

-

do o bebe nao toma fodo o conteudo da mamadeira”?

Joga fora o resto
guarda para mais tarde
outra, explique:
Desconhecido

$on 3 b b

[T



3.

Assim, ha outras criangas com mencs de 5 anos na sua casa,
correto? (Deve concordar com os dados acima, se preenchidos).

SE NAQ HOUVER (0) OUTRA CRIANCA COM MENOR DE § ANOS, VA A PARTE E,
INFORMACOES EPI-CASA. '

a. Ha alguma crianca < 5 anos na casa alem doste paciente, que rece-
beu cuidados fora do lar nos 7 dias anteriores ao inicio da doen
ca do paciente?

Sim Nao Desc

b. Ha alguma crianca com menos de 5 anos na casa, alemdeste pacieﬂ
te, gque usa fraldas durante o dia?

Sim Nao : Desc

¢. Ha elguma crianca com menos de 5 anos na casa, alemdeste pacien
te, gue usa traldas enquanto dorme?

Sim Nao Nesc

INFORMACOES EPIDEMIOLOGICAS - CASA

Na casa da crianca e utilizada agua encanada da rede publiica para
beber?
Sim Nao Nese

SE NAQ, coloque o nome da fonte de agua

Quando esta crianca bebe agud, a agua vem diretamente da torneira
cu de algum outro local? (marque somente uma alternatival:

1 diretamente da torneira

2 77 de vasilha com agua nao fervida

3 7 de vasilha com_agua fervida

4 do filtro com aguda nao ferwvida

5 7 do filtro com agua fervida

6 — outro, especificar:

7 ::I desconhecido o
Se de vasilha ou filtro, eles sao tampados habitualmente ou nao?

Sim Nao Desc

Ha uma torneira dentro da propria casa da crianca’

Sim Nao Desc

SE SIM, quantas torneiras? L (*nota 99=desc)

Ha na casa da criancga um vasilhame (ou vasilha) para estocar a
agua de beber?

Sim - Nao Desc

SE SIM, as pessocas colocam o copo diretamente no vasilhame para pe
2= 007 ? =
gar a agua’

Sim Nao Desc



b. Queremos saber algumas coisas sobre a |impeza de partes da ma
madeira,
(1) Apos usar a mamadeira, comoe voce geralmente impa o bice Jda
mamadeira’?
Sim Nao Desc
Lava com aqua
Lava com sabao
Ferve o bico
Qutra, explique: i
(2) Apos usar a mamadeira, como voce geralmente |impa o  sama—
deira (alem do bico)?
Sim Nao Desc
Lava com agua o
Lava com sabao
Ferve a mamadeira B
Outra, explique:
7. Eu vou nomear algumas bebidas. Diga-me, por favor, nos 7 dias an

teriores ao inigcio da doenca, a cri

anca ingeriu quais dos  scguin

fruta,

leite, etc.)

Sim

carne, legumes,
Nao

SE SIM, nome do(s) alimento(s):

tes alimentos liquidos:
SE SiIM, bebeu de uma mama
deira ou outra vasilha,
ou ambos:
Bebida Sim Nao Desc | Mamade ira Qutra Ambos
Leite de vaca
SE 3IM, que tipo de
leite de vaca (A, B,
C, outro, desc)
Lleite em po
Suco feito em casa
Agua nao fervida
Agua fervida ou cha
8. A crianca usa chupeta?
Sim Nao Desc
9. A criange comegou a receber qualquer alitmento gque eota nunca havia
ingerido, nos 7 dias antertiores ao inicio da doenga?  (como: novo

Desc




10. Estas perguntas sao sobre preparacao da comida. Queremos saber co
mo voce prepara os seguintes alimentos? (Fnota codigo de onde
guarda: l=armario ou prateleira ou sobre o fogao, 2=fogao, 3=gela
deira, 4=outra, 5=desc)

A crianca consome| Prepara geralmente de manha Prepara geralmente a noite

estes alimentos? | e consome no jantar? e consome no dia seguinte?
. . Se sim, . Se sim,
Alimento | Sim  Nao Desc | Sim Nao Desc onde Sim  Nao Desc onde
qguarda guarda
Suco
Leite
em po
Cha
Arroz
Feijao
Sopa

D. INFORMACOES EPIDEMIOLOGICAS - FAMILIA

Agora eu preciso fazer algumas perguntas sobre as outras pessoas
da sua casa.

1. Quantas pessoas dormem na casa?

Em quantos comodos elas dormem?

Quantas outras pessoas dormem na mesma cama Jjunto com esta crian
ca’? -
SE MAIS DE 10 PESSOAS DORMIREM NA CASA, VA PARA A QUESTAQ 3 (pagi
na 7} -

2. Voce precisa me dizer qual a idade de todas as pessoas da sua ca-
sa, exceto esta crianga:

Alguma dessas pessoas
teve diarreia nas duas
No. Idade Sexo semanas que precederam
o inicio da doenga nes
ta crianga ~

(ano/mes) M F Sim Nao Desc  Sim Nao Dese

Prepara ou ajuda a
preparar a comida

(1)
(2)
(3)
4)
(5)
(6)
(7)
(8)
9)




5. Estas perguntas sao sobre o sanitario.

7.

a. Onde e o sanitario da familia?

dentro da casa
fora

ambos )
nao ha sanitario
outro, descreva:
desconhecido

ARRRN

S L

sanitario e usado por outras familias?

Sim Nao Desc

c¢. Ha agua corrente dentro do sanitario’

Sim ‘ Nao Desc

d. Voce ve agua servida saindo do seu sanitario, a ceu aberto per
to de sua casa’

Sim Nao Desc

e. Que tipo de esgoto ha na sua casa’

rede publica ou fossa
ceu aberto
outros, descreva:
desconhecido

Fo o o

Ha uma torneira para lavar as maos dentro ou muito perto  do sani-
tario?

Sim ___ Nao ___ Desc

SE SIM, ha sabonete para lavar as maos, hoje?

Sim Nao Desc

Qual o tipo de papel disponivel para higiene, no sanitério, hoje?

papel higienico comercializado
nenhum

outros, especificar:
desconhecido

m

(RESPOND%R SOMENTE SE A PESSOA ENTREVISTADA FOR A MAE OU QUEM CUIDA DA
CRIANCA).

8.

Muitas pessoas nao entendem como e dificil cuidar de uma crianga pe
quena, preparar a comida e cuidar da casa. Frequentemente nao ha.
tempo para fazer tudg isto. Vou fazer algumas perguntus sobre. al
gumas coisas gque a mae muito ocupada, pode nao ter tempo de fazer
Voce me dira se faz algumas vezes estas coisas ou sempre, habitual
mente, ou nunca: -



10.

1,Sempre  2.Habit. 3.As vezes 4. Nunca  5.Desc

a. Quando uma criance pe
quena evacua e voce a
limpa, voce lava suas
MA0s apos ?

b. Antes de preparar os
al imentos voce lava
as maos’

c. Apos voce usar o sa-
nitario voce lava as
SUES Maos:

d. Antes de voce usar o
sanitario, voce lava
as_suas maos;

Ha ns casa da crianga um refrigerador funcionando hoje?

Sim Nao Desc
Eé na casa da criance algum animal?
Sim Nao Desce
SE SIM:
Animal Ha na casa Entra na casa
Sim Nao Desc Sim Nao Desc
cachorro
gato
galinhas
outro
QUTROS DADOS
1. Ate que ano da escola o chefe da familia da crianga cursou?
1 Nenhum ]
J4 Primario Incompleto Primario Completo
4 Ginasial Incompleto Ginasial Completo
6 Colegial Incompleto Colegial Completo
8 Post-colegial (universidade, ou profissional)
9 OQutro, explique:
10 Desconhece

2. Qual e aproximadamente a renda total mensal na casa (em salarios

minimos )7 salarios

(*nota 990=desc)

(Hoje, aproximadamente, um salario minimo vale dolares)



