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MARTINI, I J. Identificagdo de grupos e genotipos de rotavirus em amostras fecais de humanos
obtidas nos surtos de rotavirose nos anos de 2003 e 2004 na cidade de Campinas, SP. 2007.
Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular, area de Microbiologia) — Universidade
Estadual de Campinas.

RESUMO

Gastroenterites e diarréias, doengas comuns em humanos, sdo responsaveis por altas taxas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo. Os rotavirus s3o um dos principais agentes dessas
doencas, acometendo principalmente criangas com idade inferior a trés anos. Esses virus
pertencem a familia Reoviridae, género Rotavirus, ndo envelopados e de simetria icosaédrica. Seu
genoma ¢ composto por 11 segmentos de RNA dupla fita que podem separar os rotavirus em sete
grupos (RV-A a RV-G), dada a migragdo desses segmentos em eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA). Os RV-A estdo mais frequentemente associados a infec¢des no homem e
em outros animais. Os rotavirus apresentam trés camadas protéicas concéntricas, com o capsideo
externo contendo a proteina VP4 e a glicoproteina VP7, indutoras de anticorpos neutralizantes.
Variacdes nas seqiiéncias de nucleotideos dos segmentos gendomicos que codificam para essas
proteinas diferenciam os rotavirus em genotipos G (VP7) e [P] (VP4). A distribuicdo desses
genotipos € varidvel nos diferentes paises e a utilizacdo da técnica de semi-nested RT-PCR
permite a caracterizacdo dos genotipos circulantes, o que ¢ importante para a defini¢do de
estratégias vacinais contra esses virus. O uso de diferentes vacinas contra a rotavirose vem sendo
implementado, inclusive no Brasil. Nesse trabalho o objetivo foi caracterizar os genotipos de
rotavirus associados a surtos de diarréia em humanos, ocorridos na cidade de Campinas, SP,
Brasil, nos anos de 2003 e 2004. Das 328 amostras de fezes estudadas, 98 foram positivas para
rotavirus em EGPA, sendo 96 delas RV-A e duas RV-C. Todas as amostras positivas em EGPA
para RV-A e outras 96 amostras negativas nesse teste foram submetidas a genotipagem G (Gl a
G6 e G8 a G10) e P (P[4] e P[8]). Com os resultados obtidos concluiu-se que a técnica de semi-
nested RT-PCR foi mais sensivel na deteccdo de rotavirus (73,9%) que a EGPA (50,0%)
(x*=67,06, valor-p= 0,000 e Kappa= 0,52).0s genotipos de rotavirus mais freqiientes nas amostras
coletadas no ano de 2003 (n=38) foram: G1P[8] (38,4%), G3P[8] (15,4%), G5P[8], GIP[8]
(7,8%) e G2P[4] (3,9%). Para as amostras enviadas em 2004 (n=290) os genotipos mais
freqiientes foram: G3P[8] (18,7%), G9P[8] (13,9%), G1P[8] (8,4%), G5P[8] (6,0%) e G4P[8]
(5,4%). A proporcao de identificacdo do genotipo G1P[8] no ano de 2004 foi significativamente
maior no ano de 2004 (Z= 3,07; valor-p=0,002). O genotipo emergente G9 foi identificado em
13,5% (n= 26) das amostras estudadas. Infec¢des mistas com os genotipos G1 e G2, G1 e G8, G2
e G3, G3 e G5 e G5 e G8 foram identificadas em oito amostras de fezes (4,1%). Nas regides Sul e
Sudoeste de Campinas, consideradas como menos favorecidas socio-economicamente, foi
verificada maior variabilidade de genotipos circulantes nos dois anos de analise. Os dados obtidos
poderao contribuir para a verificagdo da eficacia da vacina em uso no Brasil contra a rotavirose.

Palavras- chave: rotaviurs; genotipos; diarréia.
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MARTINI, I J. Rotavirus genotypes of group A rotavirus strains circulating in humans in
Campinas city, Sdo Paulo, Brazil, 2003-2004. 2007. Dissertagdo (Mestrado em Genética e
Biologia Molecular, area de Microbiologia) — Universidade Estadual de Campinas.

ABSTRACT

Gastroenteritis and diarrhea are a important cause of morbidity and mortality worldwide.
Rotavirus is the most important etiologic agent of these disorders in infants and young children.
These viruses, which form a genus of the Reoviridae family, are icosahedral, non-enveloped and
their genome consists of 11 segments of double stranded RNA. When submitted to
electrophoresis in polyacrylamide gels the RNAds of rotaviruses classify these viruses into seven
groups (RV-A to RV-G). Group A rotaviruses have been established as the most common cause
of severe infections in human and other animals worldwide. The genome of rotaviruses is
surrounded by three concentric protein layers. The outer capsid consists of VP4 and VP7 that
carry neutralization and protective antigens and allow classification into P and G genotypes,
respectively. The VP7 serotype is designated as G serotype (VP7 is a glycoprotein), whereas the
VP4 serotype is designated as [P], from protease-sensitive. Many studies have been showed
fluctuations in the distribution of rotavirus G-P combinations in many countries, using the semi-
nested RT-PCR. These data, in relation of the circulation of different rotavirus genotypes, are
important to establish rotavirus vaccine programs. Since a universal immunization of infants with
rotavirus vaccine was introduced in Brazil, it becomes important to characterize rotavirus
genotypes associated with diarrhea in humans from Campinas, SP, Brazil, in the years of 2003
and 2004. From 328 faecal samples, 98 were positive to rotavirus in polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE), being 96 of them belonging to group A and two to RV-C. All the
positive samples in PAGE for RV-A and another 96 negative samples to this test were submitted
to semi-nested RT-PCR for G (G1 to G6 and G8 to G10) and P (P[4] and P[8]) genotypes
determination. The results obtained showed that that semi-nested RT-PCR was more sensitive to
the detection of rotavirus (73.9%) than the PAGE (50.0%) (¥2=67.06, p= 0,000 and Kappa=
0,52). In 2003, in 38 faecal samples analyzed were identified as the genotypes G1P[8] (38.4%),
G3P[8] (15.4%), G5P[8] (7.8%), GIP[8] (7.8%) and G2P 4] (3.9%). For the samples sent in 2004
(n=290), the genotypes G3P[8] (18.7%), GIP[8] (13.9%), G1P[8] (8.4%), G5P[8] (6.0%) and
G4P[8] (5.4%) were identified. The genotype G1P[8] was identified in a higher proportion in
2004 than in 2003 (Z=3.07; p=0.002). The emergent genotype G9 was detected in 13.5% of the
samples studied. Mixed infections, with G1 and G2, G1 and G8, G2 and G3, G3 and G5 and G5
and G8 were identified in eight faecal samples (4.1%). In the regions of South and Southwestern
of Campinas, both of them considered as less socio-economically favored, a high variability of
genotypes circulating in the two years of the study was verified. With these data will be able to
contribute to the verification of the effectiveness of vaccines in use in Brazil against rotaviruses.

Key- words: rotaviruses; genotype; diarrhea.
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1 INTRODUCAO

Gastroenterites ¢ diarréias, doengas muito comuns em humanos, sao
responsaveis por quadros de morbidade e mortalidade em todo o mundo. Criangas com idade
inferior a trés anos sdo preferencialmente afetadas e calcula-se que, somente nesse grupo de
individuos, todos os anos, ocorram 700 milhdes de casos de diarréia aguda, principalmente em
paises em desenvolvimento (WILHELMI et al., 2003). Desde 1940, suspeitava-se que essas
doengas teriam etiologia viral. Contudo, apenas em 1972, KAPIKIAN e colaboradores
detectaram a presenca de particulas virais em fezes diarréicas (Norwalk virus). Em 1974,
BISHOP e colaboradores também reportaram a presenga de particulas virais na mucosa duodenal
de criangas com gastroenterite. No mesmo ano, FLEWETT e colaboradores denominaram essas
particulas de rotavirus pela sua semelhangca morfologica a roda (rota, em latim), quando
observadas em microscopia eletronica. Desde entdo, inumeros estudos confirmaram a etiologia

viral nas gastroenterites e diarréias agudas (WILHELMI et al., 2003).

Dentre os virus causadores de gastroenterites e diarréia em humanos, os
rotavirus apresentam-se como os principais responsaveis por infeccdes associadas a diarréias
severas, principalmente em criangas. Estima-se que, em todo o mundo, mais de 90% das criangas
com idade inferior a trés anos sejam infectadas pelo menos uma vez com rotavirus, resultando em
440.000 mortes todos os anos (PARASHAR et al., 2003). Esse fato tem feito com que os
rotavirus sejam extensivamente estudados, na busca pelo entendimento de sua patogenicidade e
formas de controle das infec¢des por ele causadas No Brasil, as infec¢des por rotavirus em
criangas com idade inferior a cinco anos sdo responsaveis por 4.000 mortes todos os anos

(Pesquisa FAPESP, 2006). Além disso, os rotavirus também sdo considerados importantes



agentes etioldgicos para diversos outros animais, estando também freqiientemente associados a

gastroenterites e casos de diarréia aguda (KAPIKIAN & CHANOCK, 1996; GLASS et al., 2005).

De acordo com o ICTV (International Comitte on Taxonomy of Viruses) os
rotavirus sdo classificados como membros da familia Reoviridae ¢ ao género Rotavirus. Esses
virus ndo envelopados tém simetria icosaédrica, com diametro entre 70-80nm ou 100nm
(particula completa) e genoma composto por 11 segmentos de RNA de dupla fita (double
stranded -dsRNA). Cada segmento genomico codifica para pelo menos uma 12 proteinas virais,
com exce¢do do segmento 11 que codifica para duas proteinas (ESTES, 2001). As proteinas dos
rotavirus podem ser divididas em dois grupos, constituidos por seis proteinas estruturais (VPs,
viral proteins), encontradas nas particulas virais, e seis proteinas ndo estruturais (NSPs, non-
structural proteins), presentes somente em células infectadas e ndo observadas em particulas

maduras (KAPIKIAN & CHANOCK, 1996; ESTES, 2001).

Os rotavirus apresentam trés camadas protéicas concéntricas: o core, o capsideo
intermediario e o capsideo externo, os quais se comunicam por meio de um complexo de canais
(tipos I, II e III) a superficie externa da particula viral. Todo o conjunto de proteinas estruturais e
ndo-estruturais ¢ codificado por segmentos gendmicos presentes no core protéico, os quais
apresentam pesos moleculares que variam de 0,2 x 10° a 2,2 x 10° daltons e tamanhos entre 663 ¢

3.302 pares de bases (ESTES & COHEN, 1989; KAPIKIAN & CHANOCK, 1996)

O core protéico (cerne viral) ¢ a camada mais interna, que envolve os 11
segmentos do genoma, e ¢ formado pelas proteinas estruturais VP1, VP2 e VP3. Essas proteinas
sdo responsaveis pelas atividades de transcriptase e replicase (ESTES, 2001): a VP1 ¢ a
polimerase viral, possuindo atividade RNA-polimerase-RNA-dependente (ESTES & COHEN,

1989). A VP2, proteina mais abundante no core viral, constitui o envoltério dessa estrutura, se



liga a0 RNA por sua regido N- terminal e com isso direciona o empacotamento dos segmentos
genomicos na particula viral. Associada ao complexo da replicacdo, ¢ essencial para a atividade
da enzima replicase. Ja a VP3 possui atividade de guanidil e metil transferase (KAPIKIAN &

CHANOCK 1996; JAYARAM, et al., 2004).

Circundando o core localiza-se o capsideo intermediario. Esse capsideo ¢
constituido pela proteina estrutural VP6, que ¢ a mais abundante na particula viral e ¢ codificada
pelo sexto segmento gendmico viral. A VP6 ¢ altamente imunogénica, com epitopos conservados
e, por essa razao, ¢ utilizada como principal alvo antigénico em ensaios diagnosticos baseados em
ensaios sorologicos. Além disso, contém os determinantes antigénicos relativos a separagao dos
rotavirus nos grupos de A a G (RV-A a RV-G) e sub-grupos A denominados: I, I, [e Il e ndo I e
ndo II. Rotavirus de mesmo grupo compartilham a mesma VP6 (SAIF & JIANG, 1994;
KAPIKIAN & CHANOCK, 1996). Atualmente, sdo conhecidos cinco grupos de rotavirus (RV-A
a RV-E), com dois grupos adicionais (RV-F e RV-G). Os rotavirus pertencentes ao grupo A
apresentam maior nimero de hospedeiros, tendo sido encontrados em bovinos, ovinos, eqiiinos,
primatas, porcos e aves, entre outros animais. Em humanos, foram encontrados apenas RV-A,

RV-B e RV-C (KAPIKIAN & CHANOCK, 1996).

A VP6 esta relacionada aos processos de penetragdo e transcri¢do endogena dos
rotavirus, essa Ultima, uma caracteristica de alguns virus da familia Reoviridae. Por ancorar as
proteinas externas de ligagdo do virus as células hospedeiras, principalmente a VP4, mas também
a VP7, participa do processo de penetragdo na célula, mantendo-se, no entanto, no seu interior,
protegendo o genoma viral da degradagdo por endonucleases celulares. Assim, nao ha

desnudamento total das particulas virais no interior das células e a VP6 mantém os segmentos



gendmicos protegidos. Sua associagdo com a proteina interna VP2 cria o ambiente para a

transcri¢do endogena (JAYARAM et al., 2004; TARAPOREWALA & PATTON 2004).

O capsideo externo dos rotavirus ¢ composto pela proteina VP4 e glicoproteina
VP7. A VP4 possui formato alongado e apice bilobado, representando a espicula da particula
viral. Codificada pelo quarto segmento gendmico, trata-se de uma hemaglutinina sensivel a
protease e € responsavel pela adsor¢ao do virus as células alvo. Estdo associadas ainda a essas
proteinas as fung¢des de penetragdo e viruléncia (ESTES, 2001). Contém um sitio de clivagem ou
de protedlise para pepsina, produzindo, apds a digestdo, os fragmentos VP5* e VP8* que
aumentam a infectividade viral (KAPIKIAN & CHANOCK, 1996; ESTES, 2001; JAYARAM et
al., 2004). Pela por¢ao VP5* ocorre a ligagdo dos virus a integrinas da membrana celular,
enquanto a por¢ao VP8* faz a ligacdo com o acido sidlico (excegdo para alguns rotavirus que

infectam humanos) (LOPEZ et al., 2006, ISA et al., 2006).

A proteina VP4 induz a produgdo de anticorpos neutralizantes resultando no
estabelecimento de diferentes sorotipos para RV-A (ESTES & COHEN, 1989). Também sao
conhecidas seqiiéncias genotipicas de VP4, cuja correlacdo com os sorotipos ainda nao foi
totalmente elucidada. Por estudos de sequenciamento e hibridizagdo com sondas foram
identificados entre 20 e 21 genotipos P, nomeados com a letra P seguida de algarismos entre

colchetes (P[1] a P[21]) (ESTES, 2001).

Ja a glicoproteina VP7 ¢ o principal constituinte do capsideo externo dos
rotavirus ¢ o segundo elemento mais abundante nas particulas de rotavirus apos a VP6.
Codificada pelos segmentos 7, 8 ou 9, de acordo com a linhagem viral, essa proteina também ¢
capaz de induzir a producao de anticorpos neutralizantes (KAPIKIAN & CHANOCK, 1996). Seu

papel durante as etapas iniciais da interagdo virus-célula ainda ndo esta totalmente esclarecido.



Tem sido postulado que essa glicoproteina modula a VP4 durante a adsor¢@o e penetragdo viral e
que se ligaria a célula ap6s a interacdo da VP4. Uma vez a particula viral no interior da célula, a
VP7 seria perdida significando o desnudamento parcial para as etapas seguintes da multiplicagao

viral JAYARAM et al., 2004).

Em ensaios com anti-soros hiperimunes foi detectada a especificidade
antigénica da proteina VP7, designada pela letra G (glicoproteina), seguida dos algarismos de 1 a
14 (G-1 a G-14) (HOSHINO & KAPIKIAN, 1994). Os genotipos G sao definidos por variagdes
no segmento genomico que codifica para VP7, alteracdes essas que podem acarretar alteragdes
dos epitopos nas proteinas finais. Para os genotipos definidos at¢ o momento ndo ha
correspondéncia total com os sorotipos identificados. Sob pressdo seletiva do hospedeiro, essa
proteina apresenta alteracdes em seus epitopos que expressam diferentes genotipos (ESTES,

2001).

As duas proteinas externas dos rotavirus, VP4 ¢ VP7, sdo consideradas como
criticas para o desenvolvimento de vacinas uma vez que induzem a formacdo de anticorpos
neutralizantes importantes na prote¢do contra a rotavirose. (ESTES, 1996). Os dois genes que
codificam para essas proteinas t€ém segregacao independente, o que permite, a classificagao dos
rotavirus levando-se em consideragdo os tipos de proteinas G e P presentes em cada linhagem
viral. Métodos moleculares que identificam as seqiiéncias de nucleotideos desses genes, definem

os genotipos dos rotavirus (PARASHAR et al., 2006; SANTOS & HOSHINO, 2005).

As proteinas ndo estruturais dos rotavirus participam dos complexos de
replicacao pela habilidade de se ligarem ao RNA e atuarem como chaperonas de transporte. Além
disso, participam dos sitios de replicagdo e montagem viral, bem como na condu¢do dos

segmentos para o processo de empacotamento (ESTES & COHEN, 1989). De acordo com



JAYARAM e colaboradores (2004), a NSP2, presente no viroplasma, teria trés diferentes fungdes
durante as etapas da multiplicagdo viral: NTPase (nucleotideo trifosfatase), RNA ligante e
desestabilizadora da dupla hélice do RNA viral. Em outras palavras, associada a VP1 e NSP5
(codificada pelo segmento 11, porém com fungdes pouco estabelecidas), a NSP2 funcionaria
como um motor para facilitar o empacotamento do genoma, usando a energia derivada da
hidrolise da NTP. A proteina ndo estrutural NSP3 estd intimamente associada aos processos de
tradug¢do dos transcritos virais: interage com fatores de elongamento celulares subvertendo a
maquinaria de traducdo da célula seletivamente para aumentar a tradugdo dos transcritos virais

(JAYARAM et al., 2004; TARAPOREWALA & PATTON, 2004).

A caracteristica segmentada do genoma dos rotavirus permite sua visualizagao
quando submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) (Herring et al., 1982). Cada
um dos diferentes grupos de rotavirus, apresentam um padrao tipico eletroforético de migragao de
seus 11 segmentos em EGPA. Ha ainda padroes de migracdo variados em diferentes linhagens
dos virus dentro de um mesmo grupo, o que ¢ conhecido como eletroferotipo. Essa variabilidade
nos perfis de migracdo dos segmentos gendmicos se deve, em grande parte, a natureza
segmentada do genoma dos rotavirus, proporcionando rearranjos genéticos ao longo de infecg¢des
mistas in vivo e in vitro culminando, por fim, com a geragdo de diversidade genética e gendmica

(VARGHESE et al., 2004).

Os rotavirus tém uma via de transmissdo fecal-oral e sdo eliminados nas fezes
de oito a quarenta dias ap6s a infec¢do. A transmissao dos rotavirus se da pela ingestdo de agua
ou alimentos contaminados, pelo contato direto e ha relatos que também ocorra por aerossois

(GLASS et al., 2006). Em modelos experimentais ha relatos que apenas um virion pode levar a



infeccdo (GRAHAN et al., 1987) e GLASS (2006) coloca que apenas dez particulas virais seriam

suficientes para fazer uma crianga adoecer.

A maioria dos relatos sobre a patogenicidade dos rotavirus vem de observagdes
de modelos experimentais em animais (revisio em LUNDGREN & SVENSSON, 2001). Os
virions infectam os enterocitos induzindo alteragcdes histopatoldgicas no intestino delgado,
principalmente nas regides do jejuno e ileo. Nesses sitios nota-se hiperplasia das glandulas do
intestino, associada ao encurtamento, atrofia e desnudamento dos vilos intestinais (CROUCH &
WOODE, 1978; GOMEZ, 1997). Essas alteragdes configuram-se como conseqiiéncia de um
processo de descamagdo, ocasionado por uma rapida e extensa infeccdo das células epiteliais
diferenciadas. Como resultado, ocorre reducdo da area superficial de absor¢do e na tentativa de
reconstituicao das regides afetadas sdo recrutadas células imaturas, ou seja, células incapazes de
absorverem nutrientes (THEIL et al., 1978). Esse fato esta diretamente relacionado a ocorréncia
de diarréia nas infecgdes por rotavirus, ja que essas células acabam por promover depressao nas
atividades de dissacaridases e outras enzimas intestinais, interferindo negativamente nos
processos de absor¢do de Na' e 4gua e no transporte ativo de glicose (GOMEZ, 1997; ESTES,
2001). Observam-se, também, altera¢des intracelulares decorrentes das infec¢des por rotavirus,
dentre as quais a distensdo das cisternas do reticulo endoplasmatico, o inchamento das
mitocondrias e irregularidades dos microvilos sd@o as que se configuram como mais freqiientes
(HOLMES et al., 1975). Este conjunto de modificagdes estruturais e funcionais nos meios intra e
extracelulares culmina com significativa queda na absor¢@o intestinal, vomitos ocasionais,
desidratacdo e comprometimento do metabolismo e do desenvolvimento do hospedeiro,

merecendo destaque, no caso de suinos, o ganho de peso deficitario (GOMEZ, 1997).



A ocorréncia de diarréia durante as infec¢des por rotavirus depende da acao de
multiplos fatores e muitos deles ainda nao sdo totalmente compreendidos. Alguns estudos, por
exemplo, apontam a proteina ndo estrutural NSP4, com atividade de enterotoxina, como
responsavel pelos sintomas iniciais da diarréia. Essa proteina parece interagir com um receptor
especifico na superficie da membrana celular dos enterdcitos, desencadeando uma cascata de
reacdes. Como resultado dessa atividade ocorreriam o aumento da concentragdo intracelular de
calcio e do fluxo de cloretos e agua para a luz do intestino (RAMIG, 2004; PEREZ-VARGAS et
al., 2006). Além disso, os rotavirus também podem estar envolvidos na estimulacdo dos
neurdnios secretomotores do sistema nervoso entérico, estimulando a secrecdo de peptideos
vasoativos intestinais ¢ resultando em aumento da concentracdo de fluidos e solutos na luz do

intestino (LUNDGREN & SVENSSON, 2001; RAMIG, 2004).

Nas infec¢des por rotavirus observa-se um espectro que abrange as formas
assintomaticas ou subclinicas e o quadro cléssico, este, em geral, caracterizado pelo inicio
abrupto com vomitos, febre alta e diarréia. Embora criancas possam ser infectadas por rotavirus
varias vezes durante suas vidas, infecgdes primarias apos os trés meses de idade podem levar a
quadros de gastroenterite mais com desidratacdo. Apos essa primeira infeccdo 40% das criangas
ficam protegidas contra infecgdes subseqiientes, 75% ficam protegidas para as gastroenterites por
rotavirus e 88% nao apresentam gastroenterites severas por estes virus. A cada nova infecgdo

tem-se progressivamente, maior protecao contra as doencgas severas (PARASHAR, et al., 2006).

O carater severo dos episddios diarréicos associados aos rotavirus ocorre em
criancas ao redor do mundo, independente do estrato socioecondomico ou das condigdes
ambientais. Contudo, ele apresenta maior impacto nos paises em desenvolvimento e

subdesenvolvidos, onde existem agravantes como a desnutricdo e os simultaneos processos



infecciosos envolvendo outros enteropatogenos (OLIVEIRA & LINHARES, 1999; LINHARES,
2000). A infecgdes por rotavirus ocorrem no hemisfério norte nos meses mais frios do ano
enquanto que no hemisfério sul isto se da nos meses mais secos. No Brasil, em particular, a
circulacdo dos rotavirus na populagdo humana assume caracteristicas peculiares ja que, nas
regides centro-oeste, sudeste e sul ocorrem surtos nos meses mais secos, enquanto nas regioes

norte e nordeste nenhum padrao de sazonalidade tem sido observado (LINHARES, 2000).

Em fungdo da ampla variedade de hospedeiros que apresenta e,
conseqlientemente, da maior incidéncia dos RV-A, estudos relativos a esse grupo sdo mais
freqiientes. O diagndstico obtido por EGPA identifica os 11 segmentos gendmicos dos rotavirus e
permite definir o grupo pelo padrao de migracdo dos mesmos (ESTES & COHEN, 1989). Além
desse teste, varios outros podem ser utilizados: visualizagdo direta da particula viral por
microscopia eletronica (BISHOP et al., 1974); hibridizacdo in situ por meio de transcritos RNAss
marcados (FLORES et al., 1983), os testes por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (XU et al.,
1990) e imuno-PCR (ADLER et al., 2005), além dos testes imunoenzimaticos utilizando soros

monoclonais e policlonais (COULSON et al., 1987).

Gouvéa e colaboradores (1990) desenvolveram a reagao de transcriptase reversa
seguida da reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) para amplificag@o e tipagem dos rotavirus,
com base na seqiiéncia génica que codifica a proteina VP7. Atualmente, a RT-PCR esta entre as
técnicas mais utilizadas para a genotipagem de rotavirus e tem fornecido informagdes valiosas
sobre a diversidade dos genotipos de rotavirus circulantes em todo o mundo. Os genotipos de
rotavirus mais freqiientemente associados a doengas em humanos sao G1, G2, G3 e G4 além de
P[4] e P[8], sendo o G1 o mais freqiiente. Além disso, diferentes pesquisas apontam os genotipos

GI1P[8], G2P[4], G3P[8] e G4P[8] como as combinagdes entre G ¢ P mais comuns (ESTES,
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2001; CASTELLO et al., 2004; SANTOS & HOSHINO, 2005; CARMONA et al., 2006). Outros
genotipos, anteriormente nao detectados pelos métodos sorologicos, como G5, G6, G7, G8, G9,
G10 e GI12, além de P[6], P[9] e P[11] em humanos, também sdo relatados (ITURRIZA-

GOMARA et al., 2004).

Novas combinagdes entre os genotipos G e P foram reportadas em diferentes
locais do mundo e, desde 1990, pesquisas em diferentes paises apontam para o crescimento
mundial de amostras com genotipo G9P[8], apresentando-se como o quinto mais freqiiente
(CASTELLO et al., 2004, SANTOS & HOSHINO, 2005; BERNSTEIN, 2006). Além disso, em
estudo epidemioldgico retrospectivo recente, feito por SANTOS & HOSHINO (2005), os autores
alertam para a importancia clinica que genotipos mais raros podem apresentar em escala mundial,

no caso do genotipo G9 e, em escala regional, no caso dos genotipos G5, G6 e P[6].

Alguns genotipos, como G3, G5, G6 e G8 sao detectados em humanos e em
animais, sem indicios que comprovem a transmissdo direta entre individuos de espécies
diferentes. Entretanto, alguns estudos determinaram em humanos genotipos de rotavirus mais
usualmente encontrados em outros animais, sugerindo a possibilidade de ocorréncia de
transmissao interespécies ou rearranjos génicos nas linhagens de rotavirus circulantes (DAS et

al., 1993; GRIFFIN et al., 2002).

Diante da gravidade das doencas que os rotavirus podem causar, diversas
medidas de controle sdo aplicadas em todo o mundo. Dentre essas medidas, que t€ém como
objetivo diminuir o nimero de casos da infec¢do assim como a gravidade das doengas, esta o uso
de vacinas atenuadas, administradas pela via oral (GLASS et al., 2005, PARASHAR et al., 2006).
Contudo, a introdu¢do dessas vacinas demanda estudos constantes que visem identificar os

genotipos circulantes em uma ou mais regides. Isso se faz necessario ja que, em geral, um
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determinado genotipo de rotavirus predomina ao longo de um a dois anos em uma dada regido,
sobrevindo a emergéncia de uma nova variedade antigénica. Tal fato ocorre, possivelmente,
como resultado de “pressdo” exercida pelo numero de individuos ja respondedores para rotavirus
(OLIVEIRA & LINHARES, 1999). Atualmente, prevalece o conceito de que o impacto de um
imunizante eficaz contra rotavirus incidird principalmente nos episddios diarréicos mais severos,
sendo irrelevante a protecdo contra as formas clinicas menos graves. Sendo assim, a vacinagao
nao tem por objetivo evitar as reinfec¢des por rotavirus e sim, prevenir os casos mais severos da
doenga que poderiam acarretar internagdes e, até mesmo, em Obitos (OLIVEIRA & LINHARES,

1999; PARASHAR et al., 2006).

Muitas foram as vacinas desenvolvidas para rotavirus de humanos nos ultimos
anos, compostas por um ou mais genotipos obtidos de cepas de origem animal ou de origem
humana ou, ainda, de rearranjos entre cepas de origem animal e humana (GLASS et al., 2005). A
primeira geracdo de vacinas constituia-se de cepas virais de origem animal, monovalentes e
atenuadas. Entre essas aparecem as vacinas derivadas das cepas bovinas RIT4237 (G6P[1]) e
WC3 (G6P[5]) e da cepa de macaco RRV (G3P[3]), aplicadas na expectativa da crianga
desenvolver resposta heterotipica que lhe proporcionasse protecdo contra os genotipos
prevalentes. Essas vacinas foram pouco eficazes, mas demonstraram que a vacinagdo por via oral

era eficiente para promover a imunizagao contra rotavirus (BRESEE, et al., 2005).

Apo6s os ensaios com vacinas monovalentes de rotavirus de origem animal, as
pesquisas se voltaram para o desenvolvimento de vacinas recombinantes de cepas de origem
animal e cepas de origem humana. A obten¢do dessas vacinas tornou-se possivel ja que duas
cepas de rotavirus (de origens diferentes ou de mesma origem) podem infectar uma mesma célula

(co-infec¢do). Gragas a natureza segmentada do genoma desses virus, em uma co-infecg@o, os
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segmentos de RNA das duas cepas infectantes podem se misturar, resultando na formagao de uma
progénie viral com 11 segmentos de RNA dupla fita de origem mista (ESTES, 2001; PEREZ-
VARGAS et al., 2006). No desenvolvimento desse tipo de vacina, misturas entre cepas de
rotavirus de humanos com cepas de macacos e de bovinos foram as mais utilizadas. No primeiro
grupo, encontra-se a primeira vacina contra rotavirus licenciada e utilizada em larga escala a
partir de 1998. Com o nome comercial de Rotashield essa vacina quadrivalente expressa a
proteina VP7 de rotavirus para os genotipos G1, G2, G3 e G4 ¢ inclui a cepa RRV (genotipo G3
de macaco). Cada crianca deveria receber trés doses, aos 2, 4 e 6 meses de idade, que levariam a
protecdo contra os genotipos G de rotavirus presentes na vacina. Contudo, em 1999, o seu uso foi
suspenso quando algumas das criancas vacinadas apresentaram quadros de intussuscepg¢ao

(OLIVEIRA & LINHARES, 1999; BRESEE et al., 2005; PEREZ-VARGAS et al., 2006).

O risco de ocorréncia de intussuscepg¢ao associado ao uso da vacina Rotashield
foi estimado em 1 caso a cada 10.000 vacinados. Ap6s analise das pesquisas realizadas sobre o
assunto, o World Healh Organization Global Advisory Comittee on Vaccine Safety (GACVYS)
constatou que o risco de intussuscepcao associado ao uso dessa vacina apresentava-se de forma
mais acentuada (20 a 28 vezes maior) no periodo entre 3 a 7 dias ap6s a primeira aplicagdo da
dose, principalmente em criancas com idade superior a 60 dias. Apesar da auséncia da
comprovacao de que criancas com menos de 60 dias estivessem fora de perigo, sugeriu-se que o
risco de intussuscepcdo, associado a vacinagdo, poderia estar relacionado com a idade do

vacinado (PARASHAR et al., 2006).

No segundo grupo das vacinas recombinantes, encontram-se as vacinas ja
licenciadas ou perto de licenciamento. Essas vacinas sdo comercialmente conhecidas como: a)

Rotateq, baseada no rearranjo com cepas bovinas WC3: ¢ uma vacina pentavalente, capaz de
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proteger contra os genotipos humanos mais comuns de VP7 (G1 a G4) e de VP4 (P[8]) e, b) UK-
bovine-human-reassortment-strain, fundamentada na cepa atenuada UK de rotavirus bovino
(G6P[5]) que constitui uma vacina multivalente para os genotipos humanos mais comuns de VP7

(G1 a G4) (BRESEE, et al., 2005).

A vacina Rotateq, ja licenciada nos EUA, passou por trés fases de triagem
englobando 70.000 criancas. Em testes realizados principalmente nos EUA e na Finlandia (e uma
minoria em outros nove paises), a vacina foi administrada em trés doses por via oral em criancas
com idade entre 6 e 12 semanas, respeitando o intervalo de 4 a 10 semanas entre cada dose. Apos
a terceira dose, a vacina demonstrou eficacia na prote¢ao de 98% para episddios de gastroenterite
grave e 74% para episodios de gastroenterites de qualquer gravidade (PARASHAR et al., 2006).
Ja& a vacina UK-bovine-human-reassortment-strain, que estd na fase 3 de triagem clinica, em
testes realizados na Finlandia, apresentou protecdo de 80% para episddios de gastroenterites
graves, principalmente em criangas com idade entre 2 e 4 meses (KAPIKIAN et al., 2005;

PARASHAR et al., 2006).

As vacinas desenvolvidas a partir de cepas de rotavirus isoladas de humanos
podem ser de dois tipos: cepas incomuns, naturalmente atenuadas, isoladas de criancas em
periodo neonatal e sem sintomas clinicos da doenca, e cepas atenuadas de amostras comuns de
rotavirus. No primeiro caso, encontram-se as vacinas derivadas da cepa RV3 (G3P[6]), isolada de
recém-nascidos na Australia, além da 1321 (G10P[11]) e 116E (G9P[11]), isoladas de recém-
nascidos na India. O desenvolvimento dessas vacinas baseia-se na observagdo de que criangas em
periodo neonatal, apesar de estarem infectadas por esses tipos incomuns de rotavirus, nao
apresentavam sinais clinicos da doenca. As vacinas desenvolvidas a partir dessas cepas se

encontram em fase de testes clinicos para a comprovagdo de sua eficacia e seguranga (BRESEE
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et al., 2005). Para o segundo caso, tem-se a Vacina Oral de Rotavirus Humano (VOHR).
Licenciada com o nome de Rotarix ¢ constituida por virus atenuados, de um unico genotipo:

G1[P8] (VESIKARI et al., 2004).

O Ministério da Saude do Brasil introduziu em margo de 2006 a utilizagdo de
Rotarix para a vacinagdo em criangas menores de seis meses de idade. Os testes de
imunogenicidade e de seguran¢a da vacina foram realizados em 20 paises, envolvendo a Europa,
América do Norte, Asia, Africa e América Latina, incluindo o Brasil (BRESEE et al., 2005). A
eficacia da vacina foi avaliada em trés estudos, um na Finlandia (n=270) (VESIKARI et al.,
2004), outro no México, Venezuela e Brasil (n=570) (SALINAS et al., 2005), e um terceiro, que
envolveu onze paises da América Latina e a Finlandia (RUIZ-PALACIOS et al., 2006). Nesses
estudos, considerando duas doses da vacina, a eficacia para episddios de gastroenterite grave
variou entre 68,5% e 90,0%. Para os casos tidos como de gastroenterite de qualquer gravidade a
eficacia variou entre 55,7% e 73,0%. Nos casos de hospitalizagdes devido a doenga causada por
rotavirus, a eficacia protetora variou entre 65,4% e 93,0%. Os dados da América Latina (Brasil,
México e Venezuela) evidenciaram uma eficdcia protetora contra gastroenterites em geral,
gastroenterites graves e hospitalizagdes, devido a infec¢des por rotavirus de 62,9%, 78,3% e
86,0%, respectivamente. A vacina mostrou-se especialmente eficaz na prevencdo de casos de
doencas por rotavirus associados ao genotipo G1, mas os estudos mostraram que houve prote¢ao
cruzada para gastroenterites graves causadas por outras cepas nao-G1 (G2, G3, G4 ¢ G9) na
ordem de 65 a 100%. Em resumo, a VORH aplicada em duas doses, foi eficaz na prevengao de
gastroenterites de qualquer gravidade por rotavirus do genotipo G1 quanto para outros genotipos
(G2, G3, G4 ¢ G9), em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (RUIZ-PALACIOS et al.,

2006).



15

No Brasil, a vacinagao se da pela aplicacao de duas doses, sendo que a primeira
¢ feita em criangas com idade entre um més e meio até trés meses € meio (6 a 14 semanas de
vida). J4 a segunda dose deve ser administrada em criancas com idade entre trés meses e meio e
cinco meses € meio (14 a 22 semanas de vida). A idade limite estipulada para a vacinacao ¢ de 24
semanas, nao devendo qualquer dose ser aplicada além dessa idade (Informe Técnico, Ministério

da Saude, 2005).

Em termos gerais, sabe-se que os seis principais genotipos de importancia
epidemiologica mundial também ocorrem na América Latina: G1 a G4 ¢ G9, P[4] e P[8]. No
Brasil, assim como na maior parte de mundo, as combinagdes de G1 a G4 ¢ G9 com P[8] e G2
com P[4] sdo aquelas identificadas em maior freqiiéncia e, portanto, as mais associadas a doengas
(LINHARES, 2000; SANTOS et al., 2003; SANTOS & HOSHINO, 2005; BERNSTEIN, 2006;
CARMONA et al., 2006). No estado da Bahia, em estudo feito na cidade de Salvador durante os
anos de 1999, 2000 e 2002, 208 amostras fecais diarréicas de criangas hospitalizadas, com idade
inferior a 5 anos, foram analisadas. Essas amostras, quando submetidas a genotipagem pela
reacdo de semi-nested RT-PCR, apresentaram o genotipo G9P[8] (78,8%) como predominante ao
longo dos trés anos sendo que, em 2002, esse genotipo foi encontrado em um numero de
amostras trés vezes maior quando comparado aos nimeros de amostras obtidas nos anos
anteriores. Os genotipos G1 (12%) e G4 (1,4%) apareceram como o segundo e terceiro genotipos
mais freqlientes (SANTOS et al., 2005). No estado do Parand (ano de 2003) e no estado do Rio
de Janeiro (nos anos de 2000 a 2004) foram realizados estudos semelhantes. Na cidade de Ponta
Grossa, 61 amostras de rotavirus foram genotipadas pela técnica de semi-nested RT-PCR,
resultando em 86,9% das amostras com genotipo G1P[§8], enquanto que o genotipo GI9P[§]

apareceu em segundo lugar em 3,3% das amostras (PIETRUCHINSKI et al., 2006). O estudo
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realizado na cidade do Rio de Janeiro identificou o genotipo de 128 amostras fecais diarreicas de
criancas e os resultados apontaram os genotipos G1P[8] (49,6%), GOP[8] (30,2%) e G4P[§]

(17,8%) como os mais freqiientes (VOLOTAO et al., 2006).

Em rotavirus identificados em estudos realizados no estado de Sdo Paulo, essas
combinacdes entre G e P também prevalecem. CARMONA e colaboradores (2006) analisaram
aproximadamente 3.000 amostras de fezes de criangas, adultos e idosos com quadro de
gastroenterite aguda, entre os anos de 1996 e 2003. Por ensaio imunoenzimatico (EIE) rotavirus
foram detectados em 774 do total de amostras e os picos de rotavirose concentraram-se nos meses
mais frios e secos do ano, ou seja, entre agosto e setembro. Entre as amostras positivas em EIE
para rotavirus foram encolhidas ao acaso, 431 delas para a realizacdo de genotipagem G e P pela
técnica de semi-nested RT-PCR. Os resultados indicaram a prevaléncia dos genotipos G e P mais
comuns em todo o mundo: G1 a G4 e P[4] e P[8]. O mesmo ocorreu com as combinacdes de G ¢
P, ou seja, o genotipo G1P[8] foi detectado em maior freqiiéncia (66%), seguido pelos genotipos
G4P[8] (7,2%), G4P[2] (1%) e G3P[8] (0,8%). Além disso, o estudo também mostra o
aparecimento do genotipo G9 a partir do ano 2000 e o crescimento no nimero de amostras com
esse genotipo, principalmente em 2002, quando se destaca como o mais freqiiente. De maneira
geral, o genotipo G9 foi o segundo mais freqiiente, presente em 17,2% das amostras genotipadas.
Assim, esse genotipo de rotavirus ¢ considerado como emergente no estado de Sdo Paulo e em
outras partes do mundo, o que pode interferir no sucesso dos futuros programas de vacinagao
(SANTOS et al, 2005; SANTOS & HOSHINO, 2005; PIETRUCHINSKI et al., 2006,

CARMONA et al., 2006).

Na regido de Campinas, SP, nos anos de 2003 e 2004, ocorreram surtos de

rotavirose com algumas centenas de criancas e até mesmo adultos sendo acometidos. O
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Laboratorio de Virologia do IB/Unicamp colaborou, nesse periodo, com a Secretaria de Saude de
Campinas, identificando rotavirus nos casos inseridos nos surtos de diarréia. Naquela ocasido ndo
foi realizada a genotipagem das amostras identificadas, o que foi realizado nesse trabalho,
visando conhecer os genotipos circulantes nos dois anos em que ocorreram os surtos na cidade.
Além disso, com a introducao da vacina VOHR ¢ importante que dados regionais de vigilancia da
circulagdo dos genotipos de rotavirus estejam disponiveis para avaliacdo da eficacia da
vacinagao. Em outras palavras, foi objetivo desse trabalho utilizar metodologias moleculares para
a caracterizagdo de genotipos de rotavirus identificados em casos de diarréia na cidade de

Campinas, Sao Paulo, nos anos de 2003 e 2004.
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2 OBJETIVO

Caracterizar os grupos e genotipos de rotavirus associados a surtos de

rotavirose em humanos na cidade de Campinas, SP, ocorridos nos anos de 2003 e 2004.

3 MATERIAL E METODOS

3. 1 Amostras de fezes

Foram coletadas amostras de fezes de humanos atendidos nas Unidades de
Saude da cidade de Campinas (Centros de Saude, Ambulatérios, Hospitais, Pronto Atendimento,
Laboratoérios de Patologia Clinica etc). Essas amostras nos foram encaminhadas pela
Coordenacao de Vigilancia em Saude da Secretaria Municipal de Saude (COVISA) da Prefeitura
Municipal de Campinas. As coletas ocorreram nos meses de setembro e outubro de 2003 e de

agosto a novembro de 2004, meses onde a incidéncia de casos de diarréia aumentou.

Na época da coleta essas amostras foram analisadas quanto a presenca de
rotavirus por eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) a 7,5%, segundo as recomendagdes

de HERRING et al. (1982), e os resultados foram prontamente encaminhados para a COVISA.

Constituiram caracteristicas para a coleta das amostras o relato de diarréia por
pelo menos dois dias, além da presenca de sinais e sintomas de infec¢ao intestinal no momento

do atendimento médico.

Cada frasco coletor foi identificado com um numero, data de coleta, nome e

idade do individuo. Para algumas coletas nao foi possivel a obtengao de todos esses dados. Todas
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as amostras, foram mantidas sob refrigeracdo e enviadas ao Laboratorio de Virologia do

IB/Unicamp, onde foram cadastradas e congeladas a -20°C e a -70°C.

De cada amostra foi preparada suspensao fecal a 10% em tampao fosfato salina
(PBS) 0,01M pH 7.4, apds centrifugacao a 2.000 rpm por 10 minutos (Rotor JA-14, centrifuga

JA21-Beckmann). Essa suspensdo foi estocada a 8° C para posterior extragdo do RNA viral.

3. 2 Extracao do RNA viral para EGPA a partir das suspensoes de fezes

A extracdo do RNA dupla fita de rotavirus foi realizada segundo HERRING et
al. (1982) com modifica¢des. A 500uL da suspensdo de fezes a 10% foram adicionados S0uL de
solugcdo de duodecil sulfato de sédio. Apds incubagdo a 37°C por 30 minutos e acréscimo de
500uL de fenol-cloroformio (v/v) a suspensdo foi agitada em Vortex por 1 a 2 minutos e, em
seguida, centrifugada a 12.000 rpm (centrifuga Eppendorf-5402, rotor F-45) por 10 minutos a
4°C. A fase aquosa coletada deu-se a adigdo de 40pL de NaCl a 20% e 1.000pL de etanol gelado,
sendo a solugdo incubada a -20°C por 18 horas. Apds centrifugacao a 12.800 rpm (centrifuga
Eppendorf-5402, rotor F-45) por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e ao
precipitado foram adicionados 20uL de mistura dissociante. Antes de ser submetido a EGPA esse

precipitado foi incubado a 56°C por 10 a 15 minutos.

A determinacdo da positividade para rotavirus resultou da analise dos padroes
de migragdo dos segmentos gendomicos de rotavirus em gel de poliacrilamida a 7,5% (HERRING
et al., 1982). Apds a corrida eletroforética o gel foi impregnado por prata, segundo descrigdes de

SAMMONS et al. (1981).
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Como controle positivo para as corridas eletroforéticas foram incluidas

amostras de rotavirus do grupo A (SA-11), cultivadas em células MA104 ou CaCo-2.

3. 3 Extracao do RNA viral para as reacoes de semi-nested RT-PCR a partir das suspensoes

de fezes

Para a genotipagem G (VP7) e genotipagem P (VP4), 96 amostras positivas
para RV-A em EGPA foram submetidas a reacdo de transcricao reversa (RT-PCR), seguida da
reacdo em cadeia da polimerase (semi-nested RT-PCR), segundo protocolos descritos por
GOUVEA et al. 1990, 1994 ¢ GENTSCH et al., 1992, com modifica¢cdes no que se refere a
extracdo do dsRNA viral utilizando Trizol® Reagent (Gibco BRL 15596). Outras 96 amostras

negativas para em EGPA também foram submetidas as mesmas reagoes.

Para a extracdo do RNA viral ao volume de 300uL de suspensdo fecal foram
acrescentados 900uL de Trizol®, sendo o conteudo homogeneizado e posteriormente incubado a
temperatura ambiente (TA) por 5 minutos. Seguiu-se a adi¢do de 240uL de cloroférmio, agitacao
manual vigorosa por 15 segundos e incubacdo a TA por 2 minutos. A suspensao foi centrifugada
a 12.000 rpm por 15 minutos a 4°C (rotor JA-14, centrifuga JA21-Beckman®), sendo a fase
aquosa (superior) transferida para outro tubo. O inicio da precipitagdo do RNA viral deu-se por
meio da adi¢do de 700uL de alcool isopropilico (Merck) e subseqiliente incubagdo a TA por 10
minutos. Em seguida, centrifugou-se a reagdao a 12.300 rpm por 5 minutos a TA (rotor FA-
MICRO 2.0/1.5 mL, centrifuga Sorvall MC12) e o sobrenadante foi removido de maneira a ndo
tocar as paredes ou o fundo do tubo. Foram adicionados, entdo, 900uL de etanol 75% gelado e a
suspensdo foi submetida a agitagdo em Vortex por um minuto. Seguiu-se nova centrifugagao,

agora a 9.700 rpm por 5 minutos a TA (rotor FA-MICRO 2.0/1.5 mL, centrifuga Sorvall MC12),
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sendo o sobrenadante retirado do mesmo modo e o tubo seco por 10 minutos. Apés remogao do
cloroformio por lavagens com alcool, o RNA precipitado foi ressuspendido em 30uL de H,O

deionizada estéril tratada com 1% de DEPC (dietilpirucarbonato) e estocado a -20°C.

A cada extragdo das suspensdes fecais efetuou-se, também, a extragdo de
amostras tidas como controles positivos para as extragdes e reagdes de semi-nested RT-PCR:
amostra humana hp01, genotipo G1; amostra 3955 de suino, genotipo G3; amostra 3949 de suino,
genotipo G5; amostra WI61, genotipo G9 e amostra Wa, genotipo P[8]. Como controle negativo

das reagdes utilizou-se 10uL. H,O DEPC.

3. 4 Reacao de transcricao reversa, seguida da reacio em cadeia da polimerase (semi-nested

RT-PCR)

Foram seguidas as recomendacdes de GOUVEA et al, 1990 e 1994 e
GENTSCH et al., 1992, com modificacdes nas temperaturas de denaturagdo e anelamento dos

primers.

A denaturagdo do acido nucléico viral foi feita da seguinte forma: em um tubo
contendo primers consenso End-9 500nM/Beg-9 500nM para genotipagem G ou Con2
500nM/Con3 500nM para genotipagem P (Quadro 1) foram adicionados 10puL. do RNA extraido.
A mistura foi submetida a 99°C por 5 minutos (Perkin Elmer Gene Amp. PCR System 9600) e,
apos denaturacdo das duplas fitas de RNA, os tubos foram transferidos rapidamente para banho

de gelo.

Para a reagdo de transcri¢do reversa e sintese de ¢cDNA a partir do RNA

extraido e desnaturado, deu-se a preparagdo da mistura de reagentes (mix) em H,O DEPC
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contendo tampao S5x First Strand (Invitrogen), dNTP 500uM (Invitrogen) e DTT 10nM
(Invitrogen). Foram adicionadas 4U da enzima transcriptase reversa de Moloney Murine
Leukemia Virus (Invitrogen) por uL de reacao e, posteriormente, 13,4ul do mix foi distribuido
em cada tubo (totalizando 25uL). A sintese de cDNA ocorreu a 37°C por 1 hora, seguida da
desnaturag@o da transcriptase reversa a 95°C por 2 minutos e transferéncia imediata para banho

de gelo (Perkin Elmer Gene Amp. PCR System 9600).

Nesta primeira etapa, a utilizagdo de primers comuns (consenso) para RV-A
objetivou a amplificagdo do cDNA correspondente aos segmentos gendmicos referentes a VP4
(genotipagem P) e VP7 (genotipagem G). A amplificagdo do cDNA envolveu o preparo de nova
mistura de reagentes (mix) em H,O DEPC contendo tampao PCR-10x (Invitrogen), MgCl, 2mM
(Invitrogen), dNTP 200uM (Invitrogen), Taq DNA polimerase 2,5U (Invitrogen) primers
consenso End-9 200nM/Beg-9 200nM para amplificagao do segmento de cDNA referente a VP7
ou primers consenso Con2 200nM/Con3 200nM para amplificagdo do cDNA relativo a VP4. De
cada tubo da reagdo de transcricao reversa foram aliquotados SuL e esse volume foi misturado a
45uL de mix de PCR. O total de 50uL foi denaturado a 94°C por 2 minutos e submetido, para a
amplificacdo do segmento de cDNA referente a VP7, a 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 53°C por
2 minutos e 72°C por 2 minutos, extensdao do amplificado a 72°C por 7 minutos e incubagdo a
4°C. J4& para amplificacdo do segmento de cDNA referente a VP4, foram 30 ciclos de 94°C por 1
minuto, 50°C por 2 minutos e 72°C por 2 minuto, extensdo do amplificado a 72°C por 7 minutos

e incubagdo a 4°C (Perkin Elmer Gene Amp. PCR System 9600).

Os produtos de DNA obtidos da primeira reacdo de PCR foram utilizados como
moldes para a reacdo de semi-nested RT- PCR. O emprego de primers internos de maior

especificidade objetivou a amplificagdo de fragmentos de tamanhos distintos para a genotipagem
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G (VP7) e P (VP4). Para a realizagdo desta etapa foi preparado um mix em H,O DEPC contendo
volume de tampao de PCR -10x para uma concentracdo final de 1x (Invitrogen), MgCl, 2mM
(Invitrogen), dNTP 200 uM (Invitrogen), Taq DNA polimerase 2,5U (Invitrogen). Incluiu-se no
mix, para genotipagem G, uma dentre duas possiveis combinacdes de primers (200nM), a saber:
End-9 (consenso) + Mix G-I [aBT1 (G1), aCT2 (G2), aET3 (G3), aDT4 (G4) e aFT9 (G9)] ou

Beg-9 (consenso) + Mix G-II [FT5 (G5), DT6 (G6), HTS (G8), ET10 (G10)] (Figura 1).

Para genotipagem P deu-se a adicdo dos primers Con3 200nM, 1T-1 200nM e
2T-1 200nM ao mix de semi-nested RT- PCR (Figura 2). As caracteristicas dos iniciadores
internos utilizados para a amplificacdo de fragmentos dentro dos segmentos de DNA relativos a

VP7 e VP4 encontram-se definidas no Quadro 1.

A uma aliquota de 48uL de mix de semi-nested RT-PCR foram adicionados
2uL do produto da primeira amplificagdo. O total de SOuL foi denaturado a 94°C por 2 minutos e
submetido a 30 ciclos de reacdo. A reagdo de semi-nested RT- PCR para a genotipagem G foi
conduzida de forma diferente, conforme as combinagdes de iniciadores: para End-9 + Mix G-I os
ciclos ocorreram a 94°C por 1 minuto, 53°C e 72 °C por 2 minutos cada e para Beg-9 + Mix G-I,
foram completados 30 ciclos a 94°C por 1 minuto, 55°C e 72°C por 2 minutos cada. Ja na reacao
de semi-nested RT- PCR para a genotipagem P, os 30 ciclos ocorreram a 94°C por 1 minuto,
50°C e 72°C por 2 minutos cada. Posteriormente, seguiu-se a extensdo das fitas a 72°C por 7
minutos e incubacgdo a 4°C (Perkin Elmer Gene Amp. PCR System 9600). Dessa forma, teve-se
como meta a geragdo de fragmentos de tamanhos distintos correspondentes, um a um, a

determinado genotipo viral (G ou P) (Quadro 1).



24

3. 5 Eletroforese em gel de agarose

Os amplicons e os produtos da extragdo de dsRNA com Trizol® foram
submetidos a corrida eletroforética (80v, 400mA) por uma hora e vinte minutos em gel de
agarose a 1,5%. Os resultados foram observados em transluminador-UV ap6s 10 minutos em

solugdo de brometo de etidio.

3. 6 Analise Estatistica

Os resultados obtidos em EGPA e em semi-nested RT-PCR foram analisados
pelos testes de Qui-quadrado e Kappa, com o objetivo de comparar o desempenho de cada
técnica na identificagdo de rotavirus nas amostras de fezes de humanos analisadas. Os genotipos
identificados nessas amostras tiveram suas freqliéncias de deteccdo comparadas pelo teste de

duas proporgdes (Z).
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Figura 1. Representagdo esquematica do segmento gendmico que codifica para
VP7 de rotavirus do grupo A, com seus iniciadores consenso Beg9 ¢ End9 e
localizagdo e tamanho das seqiiéncias de nucleotideos para a identificagdo dos
genotipos G pela semi-nested RT-PCR. (A) G1 a G4 ¢ G9 (GOUVEA et al.,
1990). (B) G5, G6, G8 ¢ G10 (GOUVEA et al., 1994).
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Figura 2. Representagdo esquematica do segmento gendmico que codifica para
VP4 de rotavirus do grupo A com seus iniciadores consenso Con3 e Con2 e
localiza¢do ¢ tamanho das seqiiéncias de nucleotideos para a identificagdo dos

genotipos P[4] e P[8] pela semi-nested RT-PCR (GENTSCH et al., 1992).



Primer Seqiiéncia de nucleotideos (5’ —3°) Genotipos Tamanhos Referéncias
Beg9 GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTG Comum* 1062 pb Gouvea et al., 1990
End9 GGTCACATCATACAATTCATTTCAAG Comum* 1062 pb Gouvea et al., 1990

aBT-1 CAAGTACTCAAATCAATGATGG Gl 749 pb Gouvea et al., 1990

aCT-2 CAATGATATTTAACACATTTTCTGTG G2 652 pb Gouvea et al., 1990
aDT4 CGTTTCTGGTGAGGAGTTG G4 583 pb Gouvea et al., 1990
aET-3 CGTTTGAAGAAGTTGCAACAG G3 374 pb Gouvea et al., 1990
aFT-9 CTAGATACTACAACTAC G9 306pb Gouvea et al., 1990
FT5 CATGTACTCGTTGTTACGTC G5 780 pb Gouvea et al., 1994
DT-6 CTAGTTCCTGTGTAGAATC G6 500 pb Gouvea et al., 1994
HT-8 CGGTTCCGGATTAGACAC G8 274 pb Gouvea et al., 1994

ET-10 TTCAGCCGTTGCGATTC G10 715 pb Gouvea et al., 1994

Quadro 1. Sequéncia dos primers utilizados e tamanhos dos fragmentos obtidos (pb) em semi-nested RT-PCR para determinagdo de genotipos G de

rotavirus (*amplifica todos os genotipos).

Primer Posi¢do Seqiiéncia de nucleotideos (5’ - 3”) Sorotipos e Genotipos Tamanhos Referéncias
Con3 11-32 TGGCTTCGCTACTTTATAGACA Comum* 876 pb Gentsch et al., 1992
Con2 868-887 ATTTCGGACCACTTATAACG Comum* 876 pb Gentsch et al., 1992
2T-1 474-494 CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC [4] 483 pb Gentsch et al., 1992
1T-1 339-356 TCTACTTGGATAACGTGT [8] 345 pb Gentsch et al., 1992

Quadro 2. Sequéncia dos primers e tamanhos dos fragmentos obtidos (pb) em semi-nested RT-PCR para determinagdo do genotipos P em amostras de

rotavirus (*amplifica todos os genotipos).
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4 RESULTADOS

Do total de 328 amostras de fezes de humanos recebidas, 98 foram identificadas
como positivas para rotavirus em EGPA (29,8%). Dentre essas, 96 apresentaram o padrdo de
migracao de bandas 4-2-3-2, caracteristico de rotavirus do grupo A (Figura 3A). As duas outras
amostras positivas foram classificadas como pertencentes ao grupo C de rotavirus, com o padrao

de migracao de bandas 4-3-2-2 (Figura 3B).

Todas as amostras positivas em EGPA para rotavirus do grupo A (EGPA+),
mais outras 96 amostras negativas em EGPA (EGPA-) foram ensaiadas pelo teste de semi-nested

RT-PCR, resultando em 142 ou 73,9% de amostras positivas para rotavirus.

Segmento Segmento
do genoma A) SA11 08 39 225 317 do genoma B) 105

1 d
2 g
2e3 — 3 -
4 4 -
5 — 5,6,7—
6 —
8¢9 —
78,9 —
10 — 10 —

11 hand

11 -

Figura 3. Gel de poliacrilamida a 7,5% de RNA de rotavirus
detectados em amostras de fezes de humanos, coletadas em Campinas,
nos anos de 2003 (amostras 08 e 39) e 2004 (amostras 225, 317 e
105). A) Padrdo de bandas caracteristico do grupo A de rotavirus. B)
Padrao de bandas caracteristico do grupo C de rotavirus.

No ano de 2003 o numero de amostras de fezes coletadas foi pequeno (38), ja
que a coleta se deu somente na fase final do surto que vinha ocorrendo naquele ano. No entanto,

pode-se considerar que as freqiiéncias de identificacao de rotavirus ainda foram altas, com 34,2%
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das amostras positivas. Nos dois meses em que foram coletadas amostras, ou seja, setembro e

outubro, 40,7% e 18,2%, respectivamente, foram positivas para rotavirus (Tabela 1).

De acordo com dados do CEPAGRI (http://orion.cpa.unicamp.br) a
temperatura média na cidade de Campinas nos meses de setembro e outubro é de 21,6°C e
23,3°C, respectivamente. Quanto a umidade relativa do ar, o més de setembro possui varia¢do, ao
longo do dia, entre 68,5% e 45,9%, enquanto que no més de outubro a variagdo ¢ de 69,7% a
46,6%. Além disso, o més de setembro possui média de oito dias de chuva, enquanto que no més

de outubro a média é de 10 dias.

Tabela 1. Resultados dos testes de eletroforese em gel de poliacrilamida
para rotavirus em amostras de fezes de humanos, coletadas na cidade de
Campinas, SP em surto de rotavirose em 2003.

Nuamero de Numeros e porcentagens (%)
Més amostras testadas de amostras positivas
Setembro 27 11 (40,7)
Outubro 11 2 (18,2)
Total 38 13 (34,2)

No ano de 2004, amostras de fezes de humanos foram coletadas entre agosto e
novembro, periodo no qual ocorreu um novo surto de rotavirose na cidade de Campinas. Como
demonstrado na Tabela 2, rotavirus foram identificados em maior freqiiéncia nos meses de agosto
e setembro, com 33,3 e 37,4% de positividade, respectivamente. J4 nos meses seguintes, outubro
e novembro, apenas uma dentre 39 ¢ uma dentre 15 amostras analisadas, respectivamente, foram

positivas para rotavirus.
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Os dados do CEPAGRI indicam que na cidade de Campinas o més de agosto
possui temperatura média de 20,5°C, apresenta média de trés dias com chuva e varia¢do da
umidade relativa do ar ao longo do dia entre 66,6% e 37,1%. J& o més de novembro possui
temperatura média de 24°C, 12 dias com chuva e umidade relativa do ar com variagdes entre

70,7% e 40,3%.

Tabela 2. Resultados dos testes de eletroforese em gel de poliacrilamida para a
pesquisa de rotavirus em amostras de fezes de humanos, coletadas na cidade de
Campinas, SP em surto de rotavirose em 2004.

Nimero de Nimeros e porcentagens
Meés amostras testadas (%) de amostras positivas
Agosto 39 13 (33,3)
Setembro 187 70 (37,4)
Outubro 39 1 (2,6)
Novembro 15 1 (6,7)
Total 290 85 (29,3)

Testes de genotipagem para rotavirus foram realizados nas 96 amostras
positivas em EGPA para rotavirus do tipo A (EGPA+) e em outras 96 amostras negativas em
EGPA (EGPA-). Para compor o grupo de amostras EGPA- foram escolhidas, aleatoriamente, 13

amostras de fezes provenientes do surto de 2003 e 83 daquelas obtidas em 2004.

Utilizando, na reagdo de RT- PCR, os primers consenso Beg-9/End-9, e na
reacdo de semi-nested PCR o conjunto de primers End-9 + Mix G-I ou Beg-9 + Mix GII, o
objetivo foi amplificar e identificar as variantes do segmento gendOmico responsavel pela
codificagao da glicoproteina VP7, ou genotipos G, dos rotavirus em circulagdo nos periodos
estudados. Ja os primers consenso Con2 200nM/ Con3 (RT-PCR) e o conjunto de primers Con2

200nM +1T-1 + 2T-1 (semi-nested PCR), foram utilizados para detectar as variantes do segmento
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genomico que codifica para a VP4. Nesse caso, foram utilizados apenas primers para os
genotipos P mais frequentemente identificados em rotavirus associados as infecgdes em

humanos, ou seja, os genotipos P[4] e P[8].

A producdo de cDNA e a primeira reagdo de amplificacdo foram efetuadas para
todas as 192 amostras. Os resultados obtidos na genotipagem das amostras estdo dispostos nas
Tabelas 3 a 5. Do total de amostras de fezes de humanos analisadas em semi-nested RT-PCR, em
134 delas foi possivel identificar o genotipo de rotavirus. Dentre as amostras positivas nesse

teste, 88 provinham do grupo EGPA+ e 46 do grupo EGPA- .

A andlise estatistica dos resultados obtidos com os dois testes diagnosticos para
a identificacdo de rotavirus mostra que a semi-nested RT-PCR, apresentou maior sensibilidade

que a EGPA (y*= 67,06, valor-p= 0,000 e Kappa= 0,52).

Tabela 3. Distribuigdo de genotipos de rotavirus em fezes de humanos positivas para
rotavirus, coletadas na cidade de Campinas, SP durante o periodo de setembro e outubro

de 2003.
N° Amostras Total

Genotipo EGPA+ EGPA- n %0
GIP[8] 6 4 10 34
G3P[8] 3 1 4 15
GOP[8] 0 2 2 78
G5P[8] 2 0 2 7,8
G3 0 1 1 3,9
G3P[4] 0 1 1 3,9
G2P[4] 1 0 1 3,9
Mista 1 0 1 3,9
Nao Genotipadas 0 — 0 0
Negativas em semi-nested RT-PCR - 4 4 15

Total 13 13
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Tabela 4. Distribui¢do de genotipos de rotavirus em fezes de humanos positivas para
rotavirus, coletadas na cidade de Campinas, SP durante o periodo de agosto a novembro
de 2004.

N° Amostras Total
Genotipo EGPA+ EGPA- n Yo
G3P[8] 20 11 31 18,7
GIP[8] 14 9 23 13,9
GI1P[8] 12 2 14 8,4
G5P[8] 1 9 10 6
G4P[8] 9 0 9 5,4
G3 3 2 5 3
G6 1 2 3 1,8
G2P[4] 1 1 2 1,2
G2P[4] 1 1 2 1,2
G2P[8] 1 1 2 1,2
G9P[4] 2 0 2 1,2
G1P[4] 1 0 1 0,6
G3P[4] 1 0 1 0,6
GS8P[8] 1 0 1 0,6
G9 1 0 1 0,6
Mistas 7 0 7 8,4
Nao Genotipadas 8 - 8 4,8
Negativas em semi-nested RT-PCR - 46 46 28

Total 83 83 166
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Tabela 5. Distribui¢do de genotipos de rotavirus em fezes de humanos positivas para
rotavirus, coletadas na cidade de Campinas, SP durante o periodo de setembro e outubro de
2003 e agosto a novembro de 2004.

Ano 2003 2004
Genotipo Yo n % n
G1P[4] 0 0 0,6 1
G1P[8] 384 10 84 14
G2P[4] 3.9 1 1,2 2
G2P[8] 0 0 1,2

G3 3,9 1 30 5
G3P[4] 3.9 1 0,6
G3P[8] 154 4 18,7 31
G4P[8] 0 0 54 9
G5P[8] 7,8 2 6,0 10
G6 0 0 1,8 3
G8P[8] 0 0 0,6 1
G9 0 0 0,6 1
G9P[4] 0 0 1,2 2
G9P[8] 7,8 2 13,9 23
Mistas 3,9 1 42 7
Nao Genotipadas - - 48 8
Negativas em semi-nested RT-PCR 154 4 27,1 46
Total 26 166

L G3 III C- L IV C-

700gb
SOOEb

3OOEb

Figura 4. Gel de agarose a 1,5% para rotavirus submetidos a genotipagem G pela reagdo de semi-nested RT-
PCR. L: padrio de peso molecular de 100pb; G1: controle positivo para genotipo G1; amostra hp0O1, amplificado
de 749pb. G3: controle positivo para genotipo G3 (amostra 3955) amplificado de 374pb. C-: controle negativo
(H,O DEPC). Canaleta I: amplificado de 306pb, genotipo G9. Canaleta II: amplificado de 583pb, genotipo
G4. Canaleta III: amplificado de 374 pb, genotipo G3. Canaleta I'V: amplificado de 652pb, genotipo G2.
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Figura 5. Gel de agarose a 1,5% para rotavirus submetidos a genotipagem G pela
reacdo de semi-nested RT-PCR. L: padrio de peso molecular de 100pb; G5:
controle positivo para genotipo G5 (amostra 3949) amplificado de 780pb. Canaleta
I: amplificado de 780pb, genotipo G5. Canaleta II: amplificado de S00pb, genotipo
G6. Canaleta III: amplificados de 780pb e 274pb, genotipos G5 e GBS,
respectivamente.
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Figura 6. Gel de agarose a 1,5% para rotavirus submetidos a genotipagem P pela
reacdo de semi-nested RT-PCR. L: padrio de peso molecular de 100pb; P[8]:
controle positivo para genotipo P[8] (amostra Wa), amplificado de 345pb. C-:
controle negativo (H,O DEPC). Canaleta I: amplificado de 483pb, genotipo
P[4]. Canaletas II e III: amplificados de 345pb, genotipo P[8].

A analise dos genotipos de rotavirus identificados em fezes de humanos,
provenientes da cidade de Campinas, mostra que, no ano de 2003 (Tabelas 3 e 5), nas 26
amostras testadas (13 delas do grupo EGPA+ e as outras 13 do grupo EGPA-) ocorreu a
predominancia de amplicons com aproximadamente 750pb, ou seja, equivalente ao genotipo G1
(Figura 4) e 345pb, ou seja, genotipo P[8] (Figura 6). O genotipo G1P[8] estava presente em

38,4% das amostras (n=10), sendo seis delas do grupo EGPA+ e as quatro restantes do grupo
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EGPA- (Tabela 3). O segundo genotipo mais abundante em 2003 foi G3P[8] [amplicons com
aproximadamente 375pb para genotipo G (Figura 4) e 345pb para genotipo P (Figura 6)],
presente em 15,4% das amostras testadas (n=4) (Tabela 3). Nesse caso foram trés amostras do
grupo EGPA+ e uma do grupo EGPA- (Tabela 3). Outros genotipos menos freqiientes foram
identificados: duas amostras G5P[8] [amplicons de 780pb em genotipagem G (Figura 5)] e duas
amostras G9P[8] [amplicon de 306pb em genotipagem G (Figura 4)], presentes em 7,8% das
amostras testadas (Tabela 3). Outros genotipos foram identificados em apenas 3,9% das amostras
testadas (n=1): G2P[4] [amplicons de 652pb em genotipagem G (Figura 4) e 483pb em
genotipagem P (Figura 6)] (Tabela 3), G3P[4] e G3 (Tabela 3). Em uma amostra de fezes foram
detectados, simultaneamente, dois amplicons para genotipos G de tamanhos diferentes: um
proximo de 750pb e outro proximo de 270pb, caracterizando a ocorréncia dos genotipos G1 e G8,
ou seja, uma infec¢do mista (Tabela 3). Tanto nessa amostra, como naquela considerada como

G3, nao foi possivel identificar a variante de VP4 (genotipo P).

Das 290 amostras de fezes de humanos coletadas no ano de 2004 (Tabelas 4 ¢
5), 166 delas foram submetidas a genotipagem G e P: 83 amostras do grupo EGPA+ e 83
amostras do grupo EGPA-. Nessas amostras foram detectados amplicons de outras variantes para
o segmento gendmico para codificacdo da proteina VP7, ndo identificados nas amostras de 2003.
Entre esses exemplos estdo genotipos como G6 [amplicon de 500pb (Figura 5)], presente em
1,8% das amostras (n=3; Tabelas 4 e 5); G4P[8] [amplicon para genotipo G de aproximadamente
580pb (Figura 4)] presente em 5,4% das amostras (n=9; Tabelas 4 e 5) e G8P[8] [amplicon para
genotipo G de aproximadamente 270pb (Figura 5)] presente em 0,6% das amostras (n=1; Tabelas
4 e 5). Também, apenas nas amostras de 2004 foi possivel a deteccdo dos genotipos G1P[4]

(0,6%), G2P[8] (1,2%), G9 (0,6%) ¢ GOP[4] (1,2%) (Tabelas 4 ¢ 5).
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Nessas amostras de 2004 o genotipo G3P[8] aparece como o mais freqiliente,
presente em 31 amostras (18,7%) (Tabela 4 e 5), sendo vinte amostras do grupo EGPA+ e onze
do grupo EGPA-. O genotipo G9P[8] aparece como o segundo mais abundante (13,9%) (Tabela
4), identificado em 23 amostras: quatorze do grupo EGPA+ e nove do grupo EGPA-. Em seguida
aparecem os genotipos G1P[8], presente em 8,4% das amostras (n=14: doze amostras do grupo
EGPA+ e duas do grupo EGPA-); G5P[8] para 6,0% das amostras (n=10: uma amostra do grupo
EGPA+ e nove do grupo EGPA-) e G4P[8] identificado em 5,4% das amostras (n=9 amostras,
todas do grupo EGPA+) (Tabela 4). Também, foi possivel a identificacdo de sete infecgdes
mistas (4,2%): duas com os genotipos G1 e G2, G2 e G3 ¢ G3 e G5 e uma com os genotipos G5 e
G8 (Tabela 4). Do total das amostras coletadas em 2004 e submetidas a semi-nested RT-PCR,

oito amostras EGPA+ (4,8%) nao reagiram com nenhum dos iniciadores utilizados (Tabela 4).

As proporcdes de identificagdo do genotipo G1P[8] em 2003 e 2004 foram
analisadas pelo teste de duas propor¢des. Os valores obtidos foram Z= 3,07 e valor-p= 0,002,
indicando que a propor¢do do genotipo G1P[8] em 2003 (38,4%) foi significativamente maior do

que em 2004 (8,4%).

As amostras de fezes analisadas nesse estudo nos foram encaminhadas por
Unidades de Saude localizadas em diferentes regides da cidade de Campinas: norte, sul, leste,

noroeste e sudoeste (Figuras 7 e 8).
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Figura 7. Regibes geograficas da cidade de Campinas, SP. Porcentagens e numeros de amostras de fezes de
humanos encaminhadas por cada regido no periodo de setembro e outubro de 2003 (A) e agosto a novembro de
2004 (B).

Das 328 amostras de fezes analisadas nos dois anos de estudo para a presenca
de rotavirus, 49,3% (n=162) eram provenientes da regido Sudoeste e 30,2% (n=99) da regido Sul.

As Unidades de Saude da regido Noroeste enviaram 24 amostras (7,3%), as da regido Norte

enviaram 25 amostras (7,6%) e as da regido Leste enviaram 18 amostras (5,5%) (Figura 7).

No ano de 2003, trinta e oito amostras foram encaminhas ao laboratorio e 26
delas foram testadas em EGPA e em semi-nested RT-PCR. Desse total, 16 amostras foram
encaminhadas pelas Unidades de Saude localizadas na regido Sul de Campinas (61,5%). As
Unidades de Saude da regido Sudoeste foram responsaveis pelo encaminhamento de 27% das
amostras submetidas aos dois testes, enquanto das regides Norte e Noroeste vieram 8% e 4%,
respectivamente. Nenhuma amostra encaminhada pela regido Leste foi submetida a reagdao de
semi-nested RT-PCR. Analisando a regido de origem das amostras ¢ os genotipos identificados,

observa-se a detec¢do de diferentes genotipos na regido Sul e Sudoeste e de um Unico genétipo
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(G3P[8]) na regido Norte. A unica amostra oriunda da regido Noroeste apresentou-se como

negativa para rotavirus nos dois testes utilizados (Figura 8A).
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Figura 8. Distribuicdo de genotipos de rotavirus nas diferentes regides da Cidade de Campinas, SP identicados em
amostras de fezes de humanos (A: ano de 2003; B: ano de 2004).

No ano de 2004 foram encaminhadas para analise 290 amostras de fezes, sendo
que 166 delas foram submetidas aos dois testes para a detec¢do de rotavirus, ou seja, EGPA e
semi-nested RT-PCR. Desse total, 105 amostras eram provenientes de Unidades de Saude da
regido Sudoeste (63,3%), enquanto que a regido Sul representa a origem de 38 dessas amostras
(22,9%). A regido Norte aparece como a origem de 7,2% das amostras (n=12), seguida por seis
amostras originarias da regido Leste (3,6%) e cinco amostras provenientes da regido Noroeste
(3%). Analisando a regido de origem das amostras e os genotipos identificados, observa-se a
detec¢do de diferentes genotipos na regides Sul, Sudoeste e Norte, com maior variabilidade na
regido Sudoeste. Um tUnico genotipo foi identificado na regido Leste (G9P[8]), além de uma

infeccdo mista na regido Noroeste (G2 e G3, com P[8]) (Figura §B).
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De acordo com os dados do Censo de 1996 ¢ o Indice de Condicdo de Vida
(ICV) de 2001 (Tabelas 6 e 7; http://tabnet.saude.campinas.sp.gov.br) na cidade de Campinas, a
regido Leste possui 23,05% da populacdo, coeficiente médio de mortalidade infantil (CMM)
entre 6,0 e 17,3 casos para cada 1000 nascidos vivos, coeficiente médio de desnutricdo (CDM)
entre 7,9 e 148,7 casos para cada 10.000 habitantes. Na maior parte da regido, 19 a 55% dos
chefes de familia possuem renda mensal superior a 10 salarios minimos (RM). A regido Norte ¢ a
quarta mais populosa, possui CMM entre 8,0 ¢ 25,0, CMD entre 6,6- 77,6 ¢ RM entre 19 ¢ 55%.
J& a regido Noroeste possui CMM entre 9,9 e 16,7 e CMD entre 72,7 e 168,7 ¢ RM entre 0 e 5%,
porém, € a regido com menor populacao (9,76%). A regido Sul, possui CMM entre 7,66 ¢ 16,7,
CMD entre 58,3- 132,8 ¢ RM com dois intervalos diferentes: um entre 0 e 5 % e, parte da regidao
com intervalos entre 19 e 33%. Além disso, ¢ a regido mais populosa da cidade (25,16%). J& a
regido Sudoeste ¢ a segunda mais populosa da cidade (23,98%), possui CMM entre 7,7 e 15,8,

CMD entre 38,6 e 148,7 ¢ RM entre 0 ¢ 5% (Tabelas 6 ¢ 7)

Tabela 6. Distribuicdo Relativa da Populagdo Total (%) por regido
geografica da cidade de Campinas, SP, no ano de 1996.

Distribuicao Relativa da

Regido Geografica

Populacio Total
Ano 1996
Leste 23,05
Sul 25,16
Norte 18,05
Sudoeste 23,98
Noroeste 9,76

Fonte: CENSO, 1996



Tabela 7. Coeficiente médio de mortalidade infantil (CMM), coeficiente médio de desnutricdo em criangas
com idade inferior a cinco anos (CMD) e porcentagem de chefes de familia com renda mensal inferior a 10
salarios minimos por regido geografica da cidade de Campinas, SP.

CMM

CMD RM
Regiao (n°/ 1000 nascidos vivos) (n°/ 10 000 hab) (%)
Leste 6,0-17,3 7,9-148.7 19- 55
Sul 7,66- 16,7 58,3-132,8 0-5 ou 19-33
Norte 8,0- 25,0 6,6- 77,6 19- 55
Sudoeste 7,7- 15,8 38,6- 148,7 0-5
Noroeste 9,9-16,7 72,7- 168,7 0-5

Fonte: ICV, 2001

40
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5 DISCUSSAO

Os rotavirus sdo agentes de gastroenterites agudas com distribuicdo mundial e
estdo associados a casos de morbidade e mortalidade em criangas, principalmente nos paises em
desenvolvimento (WILHELMI et al., 2003). Esses virus seriam responsaveis por, em média,
33,% dos casos de gastroenterites agudas que pressupdem internacdo (COOK et al., 1990), por 20
a 25% do total de obitos por doenca diarréica e por 6% da mortalidade global entre criangas com

idade inferior a cinco anos (PARASHAR et al., 2006).

No Brasil, a notificagdo compulsoria para casos de diarréia ocorre quando do
aparecimento de surtos com esse sinal clinico. No estado de Sao Paulo, a vigilancia
epidemiologica da diarréia aguda ¢ feita desde 2000 por um programa, denominado Monitoragao
da Doenga Diarréica Aguda (MDDA). Na cidade de Campinas este programa foi implementado a
partir de julho de 2004 quando da ocorréncia de um surto de diarréia no municipio. Naquele ano
foram registrados 3.250 casos de diarréia (CESAR et al., 2005) e foi desses casos que amostras
de fezes foram encaminhadas para o Laboratdrio de Virologia da Unicamp para o diagndstico de

rotavirus.

No Brasil a vigilancia para rotavirus tem sido realizada em varios estados da
confederagdo desde 1982, e, mais recentemente, com maior &nfase para a identificacdo de
genotipos dos virus circulantes, o que pode contribuir para o estabelecimento de estratégias para
o atual processo de vacinagdo ou para o desenvolvimento de novas vacinas (SANTOS &

HOSHINO, 2005).
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Em razao dos altos indices de mortalidade ¢ morbidade associados as infecgdes
por rotavirus, a vacinagdo de criangas entre seis a 24 semanas de idade visa, principalmente,
evitar os sintomas da doenga, sem necessariamente impedir a infeccdo (ESTES, 1996,
OLIVEIRA & LINHARES, 1999; PARASHAR et al., 2006). Para a constru¢ao das vacinas para
a rotavirose diferentes estratégias ja foram propostas, com a inclusdo de genotipos ou sorotipos
de rotavirus diferentes. No entanto, em todas elas ha a inclusdo do genotipo G1 por ser aquele de
maior circulagdo mundial e estar associado a um nimero maior de casos de gastroenterites
(BRESEE et al., 2005; MONTENEGRO et al.,, 2007). Com a vacina¢do universal para a
rotavirose implantada no Brasil em 2006, com uma vacina oral (VORH-Ministério da Saude,
2005) contendo amostra de rotavirus de humanos genotipo G1P[8], o0 monitoramento dos casos
de diarréia aguda precisa ser intensificado, bem como aquele da circulacdo e presenca de
genotipos de rotavirus a eles associados. Dessa forma sera possivel verificar pela eficiéncia da
vacinacao e também se havera ou ndo mudangas importantes na freqiiéncia com que os genotipos

de rotavirus aparecem.

Por outro lado, sabe-se que criancas naturalmente infectadas por rotavirus ou
aquelas vacinadas com vacina oral, portanto com virus atenuados, desenvolvem resposta imune
do tipo humoral que protege contra a doenga severa quando de reinfec¢des. As vacinas induzem a
formacao de imunoglobulinas (Ig) das classes G (IgG) e A (IgA). As IgA reagiriam contra
diferentes genotipos de rotavirus no nivel intestinal. H4, no entanto, muitas controvérsias se os
anticorpos séricos efetivamente protegem contra a infec¢do e quais seriam 0s outros mecanismos
envolvidos na imunidade. Em revisdo organizada por JIANG et al. (2002), uma das questdes
ainda colocada diz respeito ao tipo de resposta humoral, se homo ou heterotipica, ou seja, a

infeccdo por um determinado genotipo induziria protecdo cruzada para outros genotipos, ou
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somente para o genotipo especifico? Haveria a necessidade de anticorpos intestinais para a
efetiva protegao? Como atuariam os mecanismos celulares na resposta a infec¢ao pelos rotavirus?
De acordo com esses autores, anticorpos séricos tém papel importante na protecdo a infecgao,
mas a presenga de imunoglobulinas espécie-especificas ou genotipo especificas seriam
fundamentais na mucosa intestinal para evitar a ligagdo virus-célula. Sabendo-se que os
principais mecanismos associados a evolugdo dos rotavirus seriam o acimulo de mutagdes
pontuais € o shift genético ou reassortment, onde ha troca de material genético entre os virus
quando de infec¢des mistas (KANG et al., 2005), prevé-se continua vigilancia epidemioldgica

para as infecgdes por rotavirus (SANTOS & HOSHINO, 2005).

Em Campinas, localizada na regido sudeste do Estado de Sdo Paulo, nos anos
de 2003 e 2004 ocorreram dois surtos de diarréia associados a rotavirus, a partir de agosto
daqueles anos e que se estenderam por 3 a 4 meses. Apesar do numero pequeno de amostras
coletadas no ano de 2003 (n=38), pode-se considerar que as freqiiéncias de identificacdo de
rotavirus ainda foram altas nos meses de setembro (40,7%) e outubro (18,2%) (Tabela 1). O
pequeno numero de amostras analisado ¢ justificavel uma vez que as amostras nos foram
remetidas ja na fase final do surto de diarréia ocorrido. E importante salientar que os indices
ainda altos de identificacdo eram esperados ja que a coleta de fezes foi direcionada para casos
com presenca de diarréia e suspeita de rotavirose e o surto ainda se mantinha na cidade de

Campinas.

No ano de 2004, a Secretaria Municipal de Satde de Campinas, em razdo do
surto de rotavirose ocorrido no ano anterior, montou estratégias de notificagdo para os casos de
diarréia. Ao mesmo tempo, aten¢do foi dada para a coleta de amostras de fezes de individuos com

sintomas de diarréia. Como conseqiiéncia, foram notificados 3250 casos de suspeita de diarréia,
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segundo CESAR et al., 2005 e 3644 segundo a Secretaria de Saude Municipal de Campinas
(www.campinas.sp.gov.br). Ja a partir de agosto daquele ano, houve a coleta de amostras de fezes

que foram encaminhadas para a detec¢do de rotavirus.

Rotavirus do grupo A foram os mais freqiientes, tanto no surto de 2003 como
no de 2004, tendo sido identificados em 97,9% do total de amostras positivas para rotavirus em
EGPA. Desde as primeiras descri¢des dos rotavirus, ha trés décadas atras, o grupo A caracteriza-
se como aquele mais freqiiente em humanos (SANTOS & HOHINO, 2005). Estima-se que no
mundo todo esse grupo seja responsavel por, aproximadamente, 95% dos casos de infec¢ao por
rotavirus (PIETRUCHINSKI et al., 2006). Sendo assim, o grupo A de rotavirus aparece como o
grupo mais associado a doencgas (como gastroenterites graves), provocando, anualmente, em todo
o mundo, média de 440 mil mortes de criangas com idade inferior a cinco anos (PARASHAR et
al., 2003). Os grupos B e C de rotavirus, também detectados em humanos (KAPIKIAN &
CHANOCK, 1996), ndo apresentam importidncia epidemiologica ao redor do mundo, com
exce¢do da China, onde o grupo B aparece associado com episodios de diarréia aguda em idosos

(SANTOS & HOSHINO, 2005).

Pelos resultados obtidos no presente trabalho, conclui-se que, para o ano de
2004, agosto e setembro foram os meses com maior incidéncia de rotavirus, com 33,3 ¢ 37,4%
das amostras positivas (Tabela 2). Sabe-se que a rotavirose tem caracteristicas epidemioldgicas
distintas em areas de clima temperado e em areas tropicais. Enquanto nas primeiras a infecgdo ¢
tipicamente sazonal, com epidemias nos meses frios, nas regides tropicais a sazonalidade nao ¢
caracteristica, com manifestacdoes de carater endémico, esporadico ou em surtos. No Brasil ha
duas configuragdes distintas para as infec¢des por rotavirus, com o centro-oeste e sudeste/sul do

pais com um perfil sazonal, com maior incidéncia nos meses mais secos (maio a setembro). Nas
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regides Norte/Nordeste ndo ha claramente uma sazonalidade (PEREIRA et al.,, 1993;
LINHARES, 2000). De acordo com o Centro de Pesquisas Metereoldgicas e Climaticas aplicadas
a Agricultura (CEPAGRI: http://orion.cpa.unicamp.br) os meses de agosto e setembro
caracterizam-se como os periodos mais secos em Campinas (trés a oito dias de chuva), o que
favoreceria a permanéncia e disseminac¢ao dos rotavirus no ambiente. Por essa razdo, observar-se-
ia a maior concentragdo de casos de infecgdes por rotavirus nesse periodo. Apds o més de
outubro o clima na cidade torna-se mais umido, com maior concentracdo de chuvas, 12 dias no
més de novembro, por exemplo, o que determinaria pela queda no nimero de casos de diarréia

por rotavirus dado a diminui¢do na transmissao.

Como relatado na revisdao de SANTOS & HOSHINO (2005), ha flutuagdes
geograficas e temporais na distribuicdo dos rotavirus em varios paises. Foi possivel verificar que
para uma determinada regido, um determinado genotipo de rotavirus pode ter uma flutuacao
anual. Ainda, em um mesmo ano, em um Unico pais, porém em regides diferentes, os genotipos
circulantes podem ser também diferentes. E, o que ¢ mais comum, muitos genotipos estdo em
circulagdo na mesma regido no mesmo periodo. A caracterizagdo dos genotipos de rotavirus em
circulagdo torna-se importante para a definicdo de estratégias de vacinagdo. Para isso, a técnica
de semi-nested RT-PCR ¢ amplamente utilizada, j& que possui alta sensibilidade e especificidade
na identificagdo de cada um dos genotipos virais. Essa metodologia permite estudar os genotipos
circulantes tanto sob o aspecto de sua distribuigdo geografica, quer quando esses virus estao
associados a surtos ou endemias, ou seja, a sua distribuicdo temporal, e tem fornecido
informagdes valiosas sobre a diversidade dos virus circulantes em todo o mundo. Os genotipos de
rotavirus mais freqlientemente associados a doengas em humanos sdo G1, G2, G3 G4, P[4] e

P[8], além das combinagdes G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] (ESTES, 2001; CASTELLO et al.,
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2004; SANTOS & HOSHINO, 2005). Estudos em todo o mundo apontam os genotipos G1 a G4
como os mais freqiientes em humanos e, portanto os mais associados a doengas (KAPIKIAN &
CHANOCK, 1996). Além disso, as combinag¢des G1P[8], G2P[4], G3P[8] ¢ G4P[8] aparecem em
85,5% dos casos de diarréia em criancas com idade inferior a cinco anos. A partir dos anos 1990,
estudos realizados em diferentes paises do mundo identificam cepas de rotavirus com o genotipo
G9. Atualmente, esse genotipo ¢ encontrado em freqiiéncia cada vez maior, caracterizando-se
como genotipo emergente € o quinto mais abundante em todo o mundo (SANTOS & HOSHINO,

2005; BERNSTEIN, 2006).

Os quatro genotipos mundialmente mais freqiientes (G1 a G4) representam
mais de 90% das infecgdes por rotavirus em locais como a América do Norte, Europa e Australia.
Porém, em locais como a América do Sul e a Asia, esses genotipos estdo associados a apenas
68% das infecgdes, enquanto que na Africa, essa taxa ¢ menor que 50% (SANTOS & HOSHINO,
2005). Sendo assim, combinagdes pouco comuns no resto do mundo podem, regionalmente,
possuir grande importancia epidemiolégica. Na Africa, combinag¢des incomuns de G e P, como o
genotipo G8P[6], representam 27% das infecgdes por rotavirus, enquanto que, na América do
Sul, genotipos incomuns representam 11% dos casos de infec¢do sendo, muito comum, por

exemplo, a deteccao do genotipo G5, principalmente no Brasil e Argentina.

No Brasil, desde 1982 sao feitos estudos da caracterizagdo de sorotipos de
rotavirus circulantes em diversas regides do pais e o genotipo G1P[8] aparece como o mais
prevalente (TIMENETSKY et al., 1994; LINHARES, 2000; SANTOS et al., 2003). Contudo,
estudos mais recentes, conduzidos nas cidades do Rio de Janeiro, Salvador, Ponta Grossa e Sdo
Paulo, reportam o expressivo crescimento do genotipo G9P[8] (SANTOS et al., 2005;

PIETRUCHINSKI et al., 2006; VOLOTAO et al., 2006; CARMONA et al., 2006).
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No presente trabalho, durante os dois anos em estudo, os quatro genotipos de
rotavirus mais comuns no mundo todo (G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8]), também foram
detectados em amostras de fezes de humanos na cidade de Campinas, SP. Em 2003, o genotipo
G1P[8] aparece como o mais freqiiente (38,4%), ocorrendo, também, a detec¢do dos genotipos
G3P[8] (15,4%), GIP[8] (7,8%) e G2P[8] (3,9%) (Tabela 5). Porém, genotipos incomuns ao
redor do mundo, como GS5P[8], aparecem também na cidade de Campinas, € como o terceiro
genotipo mais freqiiente em 2003, presente em 7,8% das amostras (Tabela 5). Em 2004, os
genotipos de rotavirus mais comuns em todo o mundo também foram detectados, destacando-se a
presenca do genotipo G3P[8] como o mais freqiiente. Além disso, o genotipo mundialmente
emergente, GOP[8], aparece como o segundo mais freqiiente (13,9%) e em porcentagem superior
ao ano de 2003 (7,8%) (Tabela 5). Ja o genotipo GI1P[8] apresenta taxa de detec¢do muito
inferior ao ano de 2003, caracterizando-se, em 2004, como o terceiro genotipo mais freqliente e
presente em apenas 8,4% das amostras (Tabela 5). Essa diferenca foi estatisticamente significante
(Z= 3,07, valor-p=0,002), sugerindo a substitui¢do, em 2004, do genotipo G1P[8] pelos genotipos
G3P[8] e GIP[8]. Em geral, um determinado genotipo de rotavirus predomina ao longo de um ou
dois anos, sobrevindo a emergéncia de uma nova variedade, possivelmente como resultado da
“pressdo” exercida pelo numero de individuos imunes na comunidade (OLIVEIRA &

LINHARES, 1999).

O desenvolvimento e a utilizagdo de técnicas como a RT-PCR diminuiu o
nimero de amostras ndo genotipadas. No entanto, em geral, dependendo da amostragem, de 16 a
65% dos rotavirus presentes em amostras de fezes podem nao ser genotipados. Mesmo quando se
utiliza a combinagao de diferentes testes de genotipagem (como EIA, RT-PCR e hibridizagdo), de

7,6% a 26,6% das amostras ndo tém seus genotipos identificados. Nesse trabalho, entre as
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amostras do grupo EGPA+, ou seja, amostras onde foi comprovada a presenca de rotavirus, 8,4%
ndo foram genotipadas. Esse fato indica que essas amostras podem ter genotipos nao
identificados pelos Mix-GI, Mix-GII ou Mix P. Amostras ndo genotipadas também podem
representar tipos ndo comuns, genotipos novos ou, ainda, cepas com variagdes genéticas no sitio
de ligacdo dos primers. Estudos mais detalhados sobre essas amostras podem aprofundar o
entendimento sobre os aspectos epidemiologicos € a evolucdo desses virus (SANTOS &

HOSHINO, 2005).

No presente estudo, a genotipagem pela semi-nested RT-PCR foi realizada em
amostras do grupo EGPA- ¢ EGPA+. A inclusdo de 96 amostras pertencentes ao segundo grupo
foi fundamental para a caracterizacdo dos genotipos circulantes nos dois anos de estudo. No ano
de 2003, somente no grupo de amostras EGPA- foi detectada a presenga dos genotipos G3,
GIP[8] e G3P[4] e, em 2004, o genotipo G5P[8] concentra-se em amostras desse grupo, o que

permitiu sua caracterizagdo como o quarto genotipo mais comum.

Além de promover a identificacdo dos genotipos circulantes, a semi-nested RT-
PCR apresenta maior sensibilidade na detec¢do da presenca de rotavirus em fezes de humanos
quando comparada com os resultados obtidos em EGPA. Nesse trabalho, a técnica mais sensivel
apresentou 73,9% de positividade enquanto que a EGPA apresentou 50% de positividade para a

detecgdo de rotavirus (x*=67,06; valor-p=0,000 e Kappa=0,52).

Estima-se que 21% das infecgdes por rotavirus sejam do tipo mistas, com mais
de uma linhagem de rotavirus presente nas fezes e onde diferentes genotipos podem ser
detectados (LINHARES, 2000). Essas infec¢des também ja foram descritas no Brasil e
favorecem a ocorréncia de rearranjos génicos e, conseqlientemente, a emergéncia de cepas com

caracteristicas atipicas (LINHARES, 2000; SANTOS et al., 2003; VOLOTAO et al., 2006). Nos
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dois surtos estudados na cidade de Campinas, infec¢des mistas aparecem em 4,1% do total de

amostras.

A incidéncia de infec¢des por rotavirus em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento ¢ muito semelhante. Contudo, a taxa de mortalidade em paises em
desenvolvimento ¢ maior, devido a quadros de ma nutrigdo, coinfecgdo por outros parasitas e
utilizacdo de 4gua ndo tratada (PARASHAR, et al., 2003). A maioria das amostras analisadas
nesse estudo nos foi encaminhada por Unidades de Saude da regido Sudoeste de Campinas. Essa
regido ¢ a segunda mais populosa da cidade (23,9% da populacdo total) e possui baixa renda
mensal (menos de 5% dos chefes de familia possui renda mensal superior a 10 salarios minimos).
Além disso, tem o terceiro mais elevado coeficiente médio de desnutri¢gdo em criangas com idade
inferior a cinco anos (entre 38,6 a 148,7 casos a cada 10.000 habitantes). Esse conjunto de dados
caracteriza a regido Sudoeste de Campinas como uma regido sOcio-economicamente menos

favorecida, o que poderia explicar o nimero maior de casos de suspeita de diarréia por rotavirus.

E importante relatar que na regido Sudoeste da cidade de Campinas, os
genotipos circulantes e a freqiiéncia com que os mesmos foram identificados em 2003 e 2004 sao
bastante diferentes. Analisando os dados obtidos nos dois anos de coleta de amostras, foi possivel
verificar que o genotipo G1P[8], presente em 38,4% das amostras de 2003, foi identificado
somente em 8,4% das amostras de 2004. Enquanto o genotipo G3P[8] mostrou percentuais
proximos de identificagdo nos dois anos de estudo (15,4 e 18,7%, respectivamente), o genotipo
G9 aparece em 15,6% das amostras de 2004, contra 7,8% do ano anterior (Tabela 5). Esses dados
confirmam achados anteriores de aumento da freqiiéncia de G9 em diferentes paises, incluindo o
Brasil (SANTOS, et al.,, 2005; PIETRUCHINSKI et al., 2006; VOLOTAO et al., 2006;

CARMONA et al., 2006). Ha ainda que se ressaltar, apesar do pequeno nimero de amostras
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analisado em 2003, a diversidade maior de genotipos em circulagdo no ano de 2004, além da
presenca de infec¢des mistas, principalmente na regido Sudoeste da cidade (Figura 8). Genotipos
nao identificados em 2003 aparecem em 2004, como G1P[4], G2P[8], G4P[8], G8P[8] ¢ G6 o
que provavelmente se deu pelo maior nimero de amostras analisadas. No entanto, o aparecimento
de amostras P[4] em 2004 nessa regido, pode sugerir por futuras substitui¢des de genotipos
circulantes e, portanto, maior susceptibilidade a infec¢des graves por criancas jovens nascidas ou
moradoras da regido. Estudos filogenéticos para G e P, e sua conseqiiente alteracdo antigénica,
que analisem o grau de polimorfismo para esses genes, devem ser efetuados com essas amostras,

principalmente se novas vacinas forem introduzidas.

Esses dados confirmam a complexidade da epidemiologia para os rotavirus,
bem como a necessidade de estudos longitudinais em todas as regides do pais, para que a
vacinagao contra os rotavirus tenha a eficacia pretendida, ou seja, reduzir ou até eliminar as taxas

de mortalidade e de internagdes hospitalares associadas a rotavirose.

6 CONCLUSOES

Tendo como objetivo a identificagdo e caracterizacao dos genotipos de rotavirus
circulantes na cidade de Campinas, em periodos de surtos de diarréia, nos anos de 2003 e 2004,

as principais conclusdes sao:

1. Nos meses mais secos do ano, tanto em 2003 e 2004, ocorreram surtos de

diarréia na cidade de Campinas associados a rotavirus do grupo A;
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2. Por semi-nested RT-PCR foi possivel identificar um numero maior de
amostras de fezes positivas para rotavirus que pela EGPA (x’= 67,06; valor-p:0,000 e

Kappa=0,52);

3. Os genotipos G1 a G4 de rotavirus, associados aos genotipos P[4] e P[§]

estdo entre os de maior prevaléncia nas amostras analisadas;

4. O genotipo G1P[8] de rotavirus foi identificado em propor¢dao maior no ano

de 2004, comparado a freqiiéncia de identificacdo em 2003 (Z= 30,7; valor-p: 0,002);

5. O genotipo GY de rotavirus, considerado como emergente, foi identificado

em 13,5% das amostras de fezes analisadas;

6. As caracteristicas socio-econdmicas das regides Sul e Sudoeste de Campinas
podem ser responsaveis pelo envio de maior nimero de amostras e, consequentemente, pela

maior probabilidade de deteccao de um numero maior de genotipos circulantes nessas regioes.
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I1 - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou a emenda que altera o titulo para “IDENTIFICACAO DE
ESPECIES E GENOTIPOS DE ROTAVIRUS EM AMOSTRA DE FEZES DE HUMANOS
OBTIDAS EM CAMPINAS-SP”, podera ou ndo incluir amostras com diarréia provenientes
de criangas e ou/adultos imunossuprimidos ou ndo; as amostras de fezes coletadas serdo
processadas também para pesquisa de rotavirus e as amostras a serem analisadas serdo
provenientes do HC/UNICAMP, bem como de Postos de Saide de Campinas, referente ao
protocolo de pesquisa supracitado.

O contetdo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas

nem a comprometem.
Profa. meilvia Bertuzzo
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