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Infeccoes e reinfeccoes por Rotavirus A:
genotipagem e implicacoes vacinais

Rotavirus A infections and reinfections: genotyping and vaccine implications
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Resumo

Objetivos: Identificar Rotavirus A em criangas com diarréia aguda,
determinando os gendtipos G e P prevalentes e avaliar a ocorréncia de
infecges e reinfecgdes por rotavirus do grupo A em criangas.

Métodos: Foram estudadas, prospectivamente, criangas com do-
enca diarréica aguda e identificagdo de Rotavirus A em Goiania (GO),
durante o periodo de julho de 2000 a outubro de 2002. Igual nimero
de criangas, pareadas por idade e sexo, que ndo apresentavam diarréia
aguda e sem identificagdo de rotavirus nas amostras fecais a admissdo
ao estudo, representou o grupo controle. Foram analisadas a ocorréncia
de infecgdes ou reinfecgdes sintomaticas ou assintomaticas por rotavi-
rus durante o periodo de estudo, durante um ano de seguimento em
ambos os grupos. Todas as amostras positivas foram submetidas a
genotipagem G e P através das reacdes de RT-PCR e Nested PCR.

Resultados: A infecgdo por rotavirus ocorreu em 37,2% (77 de
207 amostras fecais) das criancas com diarréia aguda durante o periodo
do estudo. Os gendtipos G e P identificados foram, simultaneamente:
G1 (62,3%), G9 (34,4%) e G4 (3,3%) e P[8] (59%), P[6] (7,7%),
P[6]1+P[8] (23,1%), P[4]+P[8] (7,7%) e P[4]+P[6] (2,6%). As asso-
ciacdes de gendtipos G e P identificados durante o estudo foram: G1P[8]
(77,8%), GOP[8] (11,1%), G4P[8] (5,6%) e G1P[6] (5,6%). Ndo houve
reinfecgdo por rotavirus nos pacientes do grupo Rotavirus A (+) durante
o periodo de seguimento, enquanto duas criangas do grupo controle
apresentaram infecgBes sintomaticas por rotavirus durante o mesmo
periodo.

Conclusdes: Os genoétipos G e P predominantes correspondem aos
das candidatas atuais a vacina contra rotavirus. Ndo houve reinfeccdo
por rotavirus pelo periodo de um ano em relagéo a todos os genétipos
identificados.
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Introdugao

Os rotavirus constituem-se na causa mais freqiiente de
diarréia aguda grave na infancia em paises desenvolvidos e
em desenvolvimento!. Cerca de 125 milhdes de episddios
diarréicos por rotavirus ocorrem globalmente a cada ano,
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Abstract

Objective: To identify rotavirus A and the most prevalent G and P
genotypes in children with acute diarrhea, and to the describe the
occurrence of rotavirus infection and reinfection.

Methods: Group A rotavirus specimens were obtained from fecal
samples from children with acute diarrhea in Goiania, state of Goias,
Brazil from July 2000 to October 2002. Rotavirus A positive children and
a control group (children of the same age and sex, without diarrhea and
with no evidence of rotavirus in the first fecal samples) were followed
prospectively during one year. All rotavirus A positive samples were
genotyped using RT-PCR/nested-PCR.

Results: A total of 77 group A rotavirus strains (37.2%) were
identified in the diarrheic samples of 207 children. The following G
genotypes were identified: G1 (62.3%), G9 (34.4%) and G4 (3.3%).
With regard to P genotyping, 59% were characterized as P[8], 7.7% as
P[6], 23.1% as P[6]+P[8], 7.7% as P[4]+P[8] and 2.6% as P[4]+P[8].
The following associations were observed: G1P[8] (77.8%), G9P[8]
(11.1%), G4P[8] (5.6%) and G1P[6] (5.6%). No reinfection was
observed in the 40 rotavirus A (+) children. However, but two of 40
children who were initially negative for this agent developed rotavirus
infection during the same period.

Conclusions: The predominant G and P genotypes observed were
similar to those found in new vaccines. No reinfection occurred during
one-year of follow-up for any of the genotypes identified.

J Pediatr (RioJ). 2004,80(2):119-22: Diarrhea, infantile, rotavirus,
genotype, prospective studies.

culminando com 500.000 a 600.000 dbitos?:3. Levantamen-
tos epidemioldgicos em escala mundial* observaram a
incidéncia de 12 a 71% (média 34%) de identificagdo de
rotavirus em criangas menores de 3 anos de idade com
diarréia aguda. Dados revisados no Brasil demonstram
variagdes na incidéncia de gastroenterites associadas a
rotavirus em criangas atendidas em ambulatérios ou hospi-
tais, da ordem de 12 a 42%57.

Os Rotavirus A sdo classificados em genétipos G e P de
acordo com variagOes antigénicas das proteinas estruturais
VP7 e VP4, respectivamente. Ha um predominio, em escala
global, das amostras caracterizadas como G1P[8]8°,
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O impacto mundial da infeccdo pelo rotavirus tem
conduzido ao desenvolvimento de estratégias vacinais ca-
pazes de reduzir a sua morbi-mortalidade. A vacina tetra-
valente (rotashield™) teve seu uso suspenso devido ao
potencial (embora controverso) desencadeamento de inva-
ginagdo intestinall0-12, Novas candidatas a vacina tém sido
avaliadas em estudos recentes!3-15,

O presente estudo avaliou a ocorréncia de reinfecgoes
por rotavirus e mapeou os genoétipos prevalentes no intuito
de subsidiar o desenvolvimento de procedimentos eficazes
e seguros de prevengdo, assim como de planejamento de
agoes de controle da doenga diarréica por Rotavirus A.

Casuistica e métodos

Foram estudadas 207 criangas com doenga diarréica
aguda, provenientes do atendimento nos prontos-socorros
e enfermarias do Departamento de Pediatria e Puericultura
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Goias
e do Hospital Materno Infantil de Goiania - Goids, durante
o periodo de julho de 2000 a outubro de 2002. Foi adotado
como critério de inclusdo a presenca de doenca diarréica
aguda, considerada como a eliminagdo de trés ou mais
evacuacdes liquidas ou semiliquidas por dia. Os responsa-
veis pelos pacientes que preencheram o critério de inclusdo
foram esclarecidos sobre o estudo e, concordando com a
participagdo da crianga, assinaram o termo de consenti-
mento livre e esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica do
Hospital das Clinicas da FMUSP.

Um total de 46 criangas com diarréia aguda e identifica-
cdo de rotavirus nas fezes, e cujos responsaveis consenti-
ram em permanecer em seguimento ambulatorial, foram
selecionadas para um estudo prospectivo por um periodo de
um ano. Igual nimero de criancas pareadas por idade e
sexo, que ndo apresentavam diarréia aguda e sem identifi-
cagdo de rotavirus na amostras fecais a admissdo ao estudo,
representaram o grupo controle, seguindo os mesmos
preceitos éticos.

Em ambos os grupos, avaliou-se a ocorréncia de episo-
dios diarréicos, associados ou ndo a reinfecgGes sintomati-
cas ou assintomaticas por rotavirus, durante o periodo de
estudo, através da coleta das amostras fecais para a
identificacdo dos rotavirus, no dia zero (admissdo ao estu-
do), easeguirmensalmente durante um ano de seguimento
(além da coleta durante os episédios de diarréia aguda) das
criangas dos grupos Rotavirus A positivo e controle. Os
rotavirus foram identificados em amostras fecais através da
eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA)® e pelo
ensaio imunoenzimatico combinado para rotavirus e adeno-
virus (EIERA)L7,

A determinacdo de genétipos de Rotavirus A foi feita pela
reacdo em cadeia pela polimerase e pela reagao de Nested-
PCR para detecgdo dos segmentos gendmicos codificantes
das proteinas VP4 (gendtipos P) e VP7 (gendtipos G). A
realizacdo da primeira reacdo de amplificacdo (RT-PCR)
utilizou os primers consensuais 9con1/9con2 (genotipagem
G) e 4con2/4con3 (genotipagem P). Na reagdo seqiiencial
de Nested-PCR, foi utilizada a mistura de iniciadores espe-
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cificos para a identificagdo dos gendtipos G1, G2, G3, G4,
G5, G8, G9 e G10, bem como para a identificagdo dos
gendtipos P[4], P[6], P[8], P[9] e P[10]. Apds a amplifica-
¢do, os produtos obtidos de cada amostra fecal através do
RT-PCR e da Nested-PCR foram aplicados em gel de agaro-
se, visualizados em transluminador com luz ultravioleta e
analisados em comparagdo com o padrao de peso molecular
utilizado.

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por
meio do teste exato de Fisher, sendo fixado em 5% (alfa
igual a 0,05) o nivel de rejeicdo da hipotese de nulidade,
com intervalo de confianga de 95%.

Resultados

Foram estudadas 207 criangas com doenca diarréica
aguda. Destas, 77 (37,2%) apresentaram positividade para
Rotavirus A na primeira amostra fecal coletada, e 46 delas
fizeram acompanhamento ambulatorial. Da mesma forma,
46 outras criangas que ndo apresentavam diarréia aguda a
admissdo nem detecgdo de rotavirus na primeira amostra
fecal foram pareadas por idade e sexo e constituiram o
grupo controle. Um total de 766 amostras fecais foram
coletadas durante o seguimento em ambos 0s grupos; seis
criangas de cada grupo foram excluidas do estudo por
motivo de abandono.

A identificacdo dos genotipos G foi possivel em 61
(79,2%) das 77 amostras de Rotavirus A. O genétipo G1 foi
0 mais prevalente, ocorrendo em 38 (62,3%) amostras
genotipadas, seguido pelo gendtipo G9, ocorrendo em 21
(34,4%) amostras, e G4, em duas amostras (3,4%).

Quanto aos gendtipos P, sua identificagdo foi possivel
em 39 (50,6%) das 77 amostras de Rotavirus A. O gendtipo
P[8] foi o mais prevalente, sendo identificado em 23 (59%)
das amostras genotipadas. O gendtipo P[6] foi observado
em trés (7,7%) amostras. Um total de 16 amostras eviden-
ciaram positividade simultanea para mais de um genotipo P,
sendo identificadas as amostras com a dualidade P[6]+P[8]
(23,1%), P[4]1+P[8] (7,7%) e P[4]+P[6] (2,6%).

Em um total de 18 amostras (23,4%), foi possivel
correlacionar os gendtipos G e P, sendo observado o
predominio (p < 0,05) das amostras caracterizadas como
G1P[8] (77,8%), em comparagao com G9P[8] (11,1%),
G4P[8] (5,6%) e G1P[6] (5,6%) (Figura 1).

As 40 criangas do grupo seguimento Rotavirus A (+)
apresentavam idade média de 19,2 meses, sendo 19 paci-
entes do sexo masculino e 21 do sexo feminino. Foram
colhidas 380 amostras desse grupo durante o periodo de
seguimento. Um total de 51 episddios diarréicos foi obser-
vado (média de 1,3 episoédio diarréico/crianga/ano). Em
nenhuma amostra coletada das criangas desse grupo, no
periodo de seguimento, foi identificado rotavirus.

O grupo controle, constituido também por 40 criancas,
apresentavam idade média de 19,7 meses, sendo 20 crian-
gas do sexo masculino e 20 do sexo feminino. Foram
coletadas 386 amostras fecais no grupo controle. Observou-
se um total de 48 episddios diarréicos nesse grupo, com
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média de 1,2 episddio diarréico/crianga/ano. Em duas
criangas deste grupo foram identificados rotavirus nas
fezes, associados a quadro diarréico, resultando em uma
incidéncia de 0,05 infecgGes por rotavirus/crianga/ano.
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Figura 1 - Distribuigdo das 18 amostras de Rotavirus A identifi-
cadas com genotipagem G e P durante todo o periodo
de coleta

Discussao

Foi observada uma positividade de 37,2% de Rotavirus
A nas 207 amostras coletadas de criangas com diarréia
aguda. De forma geral, dados semelhantes sdao observados
na literatura®-6.

Nas amostras genotipadas, observou-se o predominio
de G1, embora percentuais elevados de G9 tenham sido
detectados, e somente duas amostras foram caracterizadas
como G4. Varios autores tém relatado o predominio das
amostras caracterizadas como G1-G45:8:9,18,19 por outro
lado, estudos demonstram a identificacdo crescente de
sorotipos ndo usuais, com o gendtipo G9 ocorrendo em
18,1% das infeccBes por rotavirus na Australia20. Tal fato
ressalta que novos e emergentes sorotipos possam repre-
sentar impacto nas estratégias vacinais, com ampliagdo na
cobertura de gendtipos além de G1-G4.

Em relagdo as associagoes G e P, houve predominio das
amostras caracterizadas como G1P[8]. O gendtipo G1P[8],
em ambito global, destaca-se como o mais prevalen-
te8:9,21,22 o que pode subsidiar a implantacdo de candida-
tas a vacinas monovalentes humanas com especificidade
para G1P[8] (rotarix™ - Glaxo Smithkline and Avant Imu-
notherapeutics, Inc, Needham, MA, USA), inclusive em
Nnosso meio.

O estudo prospectivo das criangas Rotavirus A (+) e dos
pacientes controle evidenciou a auséncia de reinfeccdo por
rotavirus, o que contrasta com varios estudos de seguimen-
to, onde se obteve indices varidveis de reinfeccdo por
rotavirus’.23-28 os quais sdo mais elevados em estudos de
acompanhamento desde o nascimento!3:23.24, bem como
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em estudo em comunidades restritas, como indigenas e
criangas de creche25:27.28, por outro lado, estudo amplo
realizado na Finlandia2® ndo identificou, de forma similar a
nossa observagdo, reinfeccdo por rotavirus. Talvez esse
fato possa estar relacionado a uma possivel protegdo
conferida por infeccbes naturais por rotavirus ocorridas
previamente e ao seguimento restrito ao periodo de um ano.

Outro aspecto relevante foi a deteccdo de duas infecgdes
sintomaticas por rotavirus observadas durante o seguimen-
to dos pacientes do grupo controle. Aincidéncia de infecgGes
por rotavirus observada por alguns autores apresenta
variagdes entre 0,07 a 0,8 episddios por criangas por
anol3:25:30,31 em seguimento de criancas a partir do
nascimento até 2 a 3 anos de idade. Tais indices sdo
superiores aos observados no presente estudo, da ordem de
0,05 episddios de infecgdes por rotavirus por crianga por
ano no grupo controle, o que pode ser justificado pela faixa
etaria mais elevada, uma vez que o grupo controle foi
pareado de acordo com a idade de um grupo de criancas ja
infectadas por rotavirus. Baseado em estudo de prevaléncia
soroldgica24:32 e da estimativa de que virtualmente todas as
criancas até os 5 anos de idade ja foram infectadas por
rotavirus em pelo menos uma ocasido33, é possivel que uma
porcentagem das criangas do grupo controle apresentasse
algum grau de protecdo frente a infecgOes prévias por
rotavirus ndo detectadas neste estudo.

Este estudo pretende contribuir para o conhecimento da
infeccao pelos rotavirus do grupo A em criancgas, através da
vigiléancia dos genétipos G e P prevalentes na regido. Dessa
forma, pretende fornecer subsidios a pesquisas futuras de
profilaxia em nosso meio, desde que outros estudos devam
ser realizados, na vigilancia continua dos genétipos preva-
lentes em nosso meio, buscando aimplementagao definitiva
de medidas preventivas eficazes no campo das infecgdes
por rotavirus.
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