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Resumo

RESUMO

Em escala global, o rotavirus é considerado como o principal causador da diarréia
infantil grave, acometendo, principalmente, criancas entre 0 e 5 anos. Em marco de
2006, a vacina Rotarix® (oral, cepa G1P[8] atenuada de origem humana) foi incluida no
calendério vacinal brasileiro. Dados do ministério da saude revelam que no ano de
2009 a cobertura nacional deste imunizante foi de 84,4%. Relatos sobre o aumento na
circulacdo da cepa G2P[4], apos 2006, trouxeram a tona a discussdo ao redor da
eficacia deste imunizante, para as cepas ndo G1. Considerando que a epidemiologia
molecular do rotavirus pode apresentar dados para o aprimoramento do controle
vacinal na populagéo infantil, o objetivo deste estudo foi identificar os gendtipos de
rotavirus circulantes, em 2 regides brasileiras, durante o ano de 2009. Um total de 223
amostras de fezes, provenientes das regides Nordeste (Bahia e Pernambuco) e
Sudeste (S&o Paulo e Rio de Janeiro), com resultado previamente positivo para
rotavirus (Imunocromatografia) foram submetidas a técnica nested RT-PCR para serem
genotipadas de acordo com as proteinas VP7 (G) e VP4 (P). A caracterizacao
genotipica do rotavirus foi obtida em 175 amostras (78,5%). Para essas amostras, a
idade dos pacientes variou entre 0 a 83 anos (média de 15,6 anos e mediana de 6
anos), sendo 46,3% na faixa de 0 a 5 anos, 50,9% eram individuos do sexo feminino e,
com relacdo a regido de origem, 52,6% foram provenientes da regido Nordeste e
47,4% da regido Sudeste. Em relacdo a sazonalidade, 59,0% (Sudeste) e 73,9%
(Nordeste) das amostras genotipadas foram colhidas entre os meses de junho e
setembro. Para a genotipagem de VP7, foi observada circulacdo dos gendétipos G1, G2
e G4 (Nordeste) e G2, G3, G5 e G9 (Sudeste), enquanto que para VP4 foi observada
circulacao de P[4], P[8], P[6] e P[9] (Nordeste e Sudeste). As associacbes de G e P
mais frequentes no Nordeste foram G2P[4]/G2P[NT] (81,4%), G2P[6] (5,2%) e G1P[6]
(5,2%), enquanto que no Sudeste foram G2P[4]/G2P[NT] (78,8%), G2P[6] (8,2%) e
G9P[8] (4,7%). Entre os individuos de 0 a 4 anos que foram imunizados contra o
rotavirus (15,1%), o gendtipo G2P[4])/G2P[NT] foi identificado em 91,0% e naqueles
com mesma faixa etaria que nao foram imunizados (9,6%) o genétipo G2P[4])/G2P[NT]
foi encontrado em 85,7%. Tais achados, em concordancia com o alto indice de
cobertura vacinal, sugerem que a circulacdo de G2P[4] nas regides estudadas

apresentou aumento consideravel ap6s a adocédo da Rotarix® no calendario vacinal.
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Abstract

ABSTRACT

Rotavirus is the main cause of severe childhood diarrhea globally among children under
5 years of age. In March 2006, the live attenuated human rotavirus vaccine Rotarix®
(G1P[8] strain) was introduced into Brazil's National Immunization Programme.
According to Ministry of Health data, the vaccine coverage rate was 84.4% in 20009.
Evidences of increasing G2P[4] genotype circulation after 2006 opened up the
discussion about the vaccine effectiveness to non-G1 strains. Considering that data of
molecular epidemiology of rotaviruses can contribute to a better vaccine control in
infants, the aim of this study was to identify the circulating rotavirus genotypes in two
distinct Brazilian regions during 2009. A total of 223 fecal samples previously positive to
rotavirus by immunochromatography and latex agglutination assay, from Northeastern
(Bahia and Pernambuco) and Southeastern (Sao Paulo and Rio de Janeiro) regions
were included in the study. All the samples were submitted to genotyping by nested-
PCR according to VP7 (G) e VP4 (P) proteins and 175 samples (78.5%) could be
characterized. The population ranged in age from 0 to 83 years (average 15.6 years
and median 6 years), and 46.3% ranged from O to 5 years. Fifty one percent were
females. The distribution according to geographic origin was 52.6% for Northeastern,
and 47,4% for Southeastern. According to seasonality, 59.0% and 73.9% of genotyped
samples were collected between June and September for Southeastern and
Northeastern respectively. Analyzing the VP7 genotyping, the G types detected were
G1, G2 and G4 (Northeast), and G2, G3, G5 and G9 (Southeast). Analyzing the VP4
genotyping, the P types detected were P[4], P[8], P[6] and P[9] (Northeast and
Southeast). Additionally, the most frequent mixed types found were G2P[4]/G2P[NT]
(81.4%), G2P[6] (5.2%) and G1P[6] (5.2%) in Northeast, and G2P[4]/G2P[NT] (78.8%),
G2P[6] (8.2%) e GI9P[8] (4.7%) in Southeast. Among immunized individuals ranged
from O to 4 years (15.1%), the G2P[4]/G2P[NT] genotype was identified in 91,0% of
cases, and among non-immunized individuals at the same age (9.6%), the
G2P[4]/G2P[NT] genotype was identified in 85.7% of cases. In accordance with the high
level of vaccine coverage, these data suggest that the circulation of G2P[4] genotype in
Southeast and Northeast regions had a considerable increase after the introduction of

Rotarix® into the National Immunization Programme.
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Introducéo

As gastroenterites agudas infantis representam expressiva causa de morbi-mortalidade
em escala universal, sendo de maior impacto em paises subdesenvolvidos, onde se
sobrepde o agravante da desnutricdo. Neste contexto, a infec¢cdo pelo rotavirus se
apresenta entre as seis principais causas mais importantes da diarréia infantil grave,
correspondendo a taxa mundial de 30 a 50%, como agente etiologico dessa
enfermidade, e sendo responsavel por mais de 2 milhGes de 6bitos entre criancas com
idade inferior a 5 anos (Estes e Kapikian, 2007). Além do rotavirus, destacam-se
também, com relevancia epidemioldgica, norovirus, sapovirus, astrovirus e adenovirus,

como agentes causadores de gastroenterites (Wilhelmi et al, 2003).

1.1 Histoérico

Entre os anos 1963 e 1969, com auxilio da microscopia eletrénica, uma série de
trabalhos relataram a presenca de particulas virais com aproximadamente 70 nm de
diametro, associadas a doenca diarréica e ao tecido intestinal de ratos e macacos
(Adam e Kraft, 1963; Malherb e Harwin, 1963; Malherb e Strickland-Cholmley, 1967).
Em 1969, Mebus et al. reportaram casos de diarréia em bezerros, que foram
ocasionadas pela inoculacdo oral ou pela aplicacdo no duodeno de material fecal,
obtido a partir de outros casos de diarréia. A analise das fezes destes bezerros revelou
gue ndo havia bactérias causadoras de diarréia, mas sim a presenca de numerosas
particulas virais com didmetro aproximado de 70 nm. Estas particulas apresentavam
caracteristicas morfolégicas e propriedades quimicas semelhantes ao grupo dos
reovirus, porém distinguiam-se sorologicamente dos reovirus de tipo 1 e 3.
Posteriormente, em 1971, Mebus et al. demonstraram sucesso no isolamento in vitro
dos virus causadoras da diarréia em bezerros de Nebraska (Nebraska Calf Diarrhea
Virus — NCDV) e em 1972, Fernelius et al. reportaram que o NCDV apresentava
semelhanca morfologica aos reovirus, porém distinguia-se antigenicamente deste
grupo de virus.

O primeiro achado de rotavirus em seres humanos ocorreu na Australia em
1973, descrito por Bishop et al. Através de um estudo em amostras de biépsia da
mucosa duodenal de criancas com diarréia aguda de origem ndo bacteriana, foi
detectada, a microscopia eletronica, a presencga de inUmeras particulas virais no interior

das vesiculas citoplasmaticas dilatadas. Estas particulas virais, encontradas em seis
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dos nove casos estudados, foram classificadas de acordo com sua morfologia, como
sendo pertencentes ao grupo dos Orbivirus. Neste mesmo ano, no Reino Unido,
Flewett et al. estudaram a associacdo destes virus com o quadro de gastroenterite
aguda na infancia, evidenciando, com o auxilio da técnica de contraste negativo ao
microscopio eletronico, a presenca destas particulas virais nas amostras de fezes das
criancas com diarréia aguda. Essas particulas apresentavam dupla camada protéica
em sua conformacéo estrutural e, por isso, assemelhavam-se aos Reovirus. Em 1974,
no Canada, Middleton et al. detectaram a presenca de rotavirus em amostras de
bidpsias e aspirados duodenais de pacientes com diarréia aguda.

Desde o primeiro achado, o rotavirus recebeu diferentes denominacdes. Foi
chamado de Orbivirus, por sua similaridade a integrantes desse género, passou a ser
conhecido por Duovirus, pela presenca de nitida dupla camada protéica em sua
estrutura e por Reovirus-like, pela semelhanca com este grupo de virus. A
denominacdo Rotavirus, foi proposta em 1974 por Flewett et al., em alusdo a
semelhanca de sua morfologia a uma roda (latim: rota), quando observada ao
microscépio eletrénico. Oficialmente, o género Rotavirus, pertencente a familia
Reoviridae, foi definido em 1978, pelo Comité Internacional de Taxonomia dos Virus
(I.C.T.V. — International Committee on Taxonomy of Viruses), durante o 4° Congresso
Internacional de Virologia (Matthews, 1979)

No Brasil, o primeiro registro de diarréia aguda associada ao rotavirus se deu em
1975, no Para, a partir de investigacbes envolvendo pacientes de um ambulatério
pediatrico, nas quais se pode evidenciar a presenca do rotavirus por meio da
microscopia eletrénica em duas das 13 amostras estudadas (Linhares et al, 1977).
Posteriormente, em 1978 na cidade de S&o Paulo, realizou-se um estudo empregando
a técnica de contra imunoeletroforese em 162 amostras de fezes de criancas na faixa
de 0 a 12 meses de idade com diarréia aguda. Observou-se a presenca do rotavirus
em 34 amostras, sendo encontrado com maior freqiéncia nas criangcas com idade

superior a 6 meses (Candeias et al, 1978).

1.2 Caracteristicas do virus

Os rotavirus compdem o género Rotavirus, pertencente a familia Reoviridae. A

particula viral completa (virion) apresenta diametro aproximado de 100 nm, incluindo as
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espiculas protéicas que se projetam a partir da superficie do virus. Sua estrutura
apresenta simetria icosaédrica ndo envelopada, composta pelo material genético
envolto por trés camadas protéicas concéntricas: core, capsideo interno e capsideo
externo, respectivamente (Figura 1) (Estes e Kapikian, 2007).

Figural: llustracdo esquemética das camadas que comp&em o virion
Fonte: Patton, 1995.

O genoma viral apresenta 18.550 pares de bases (pb), com peso molecular total
variando entre 0,2x10° e 2,0x10° Daltons (Da). E constituido por onze segmentos de
RNA dupla fita (dsRNA) de polaridade positiva, com pesos moleculares que variam de
663 a 3.302 pb. Com excec¢édo do segmento 11, cada segmento do dsRNA codifica uma
proteina diferente, podendo ser estrutural ou ndo, e por isso sdo chamados de
monocistronicos. Com isso, teremos a formacgao de 6 proteinas estruturais, designadas
pela abreviatura VP originada do termo em inglés Viral Protein e 6 proteinas nao
estruturais, designadas pela abreviatura NSP originada do termo em inglés No
Structural Protein. Nos rotavirus, o dsRNA isolado ndo apresenta infectividade, pois a
sintese do RNA mensageiro (MRNA) esta associada ao complexo formado entre o
dsRNA e as proteinas VP1 e VP3 presentes no core (Figura 2) (Estes e Kapikian,
2007).

O core, camada protéica mais interna da particula viral, € composto pelas
proteinas VP1, VP2 e VP3, codificadas, respectivamente, pelos segmentos 1, 2 e 3 do
dsRNA e subdivide-se em duas camadas: camada de VP2 e subcore (Figura 2). A
camada de VP2 localiza-se entre o subcore e o capsideo interno, sendo constituida por

uma estrutura icosaédrica composta por 120 moléculas da proteina VP2 arranjadas em
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60 dimeros e apresentando diametro de 51 nm e espessura de 3,5 nm. O subcore tem
diametro de 44 nm e é formado pelas proteinas VP1 e VP3, que se associam ao
dsRNA. Essa associacao origina uma estrutura com 12 complexos enziméaticos, que se
liga a superficie interna da camada de VP2 e, entre outras funcdes, participa da
transcricdo do mRNA e da replicacéo viral (Patton et al, 1997; Lawton, et al, 1997;Estes
e Kapikian, 2007).

O capsideo interno localiza-se entre 0 core e o capsideo externo e corresponde
a 51% da composic¢ao do virion (Figura 2). Sua estrutura apresenta diametro de 70,5
nm, sendo formada por 780 moléculas, arranjadas em 260 trimeros da proteina VP6,
gue é codificada pelo segmento 6 do dsRNA. Pelo fato de compor a maior parte do
virion e ser uma camada intermedidria que apresenta interacdo com as outras,
acredita-se que o capsideo interno seja o principal responsavel pela integridade
estrutural dos rotavirus. Alem disso, participa do processo de entrada na célula
hospedeira e da transcricdo enddégena (Pesavento et al, 2006; Estes e Kapikian, 2007).

O capsideo externo, constituido pelas proteinas VP7 e VP4 (Figura 2), apresenta
importante papel na infectividade do virus e caracteriza-se por ser extremamente I4bil,
sendo sua integridade dependente da presenca de ions calcio. A camada de
glicoproteina VP7 representa cerca de 30% da composi¢ao do virion, com diametro de
75 nm, e constitui a superficie do capsideo externo através de 780 moléculas
arranjadas em 260 trimeros, que se agrupam em pentameros ou hexameros e
interagem com as moléculas de VP6 do capsideo interno. Essa proteina é codificada
pelos segmentos 7, 8 ou 9 do dsRNA, dependendo da cepa estudada e apresenta
importante papel na inducao da producéo de anticorpos neutralizantes (Estes e Cohen,
1989;Prasad e Chiu, 1994; Estes e Kapikian, 2007). A partir da camada de VP7,
projetam-se, distribuidas pela superficie viral, 60 espiculas constituidas de dimeros da
proteina VP4, que é codificada pelo segmento 4 do dsRNA e representa 1,5% da
composicao protéica total do virion. As espiculas medem aproximadamente 20 nm,
sendo que 12 nm dessas estruturas séo projetados para fora da superficie viral e 8 nm
para o interior do capsideo externo, interagindo com as proteinas VP7, VP6 e
possivelmente VP2 (Figura 2). Com isso, as espiculas de VP4 tém grande importancia
na manutencdo estrutural da tripla camada protéica e, além disso, apresenta um
importante papel na fisiologia viral, associando-se a varias fungées como: indugéo da

producdo de anticorpos neutralizantes, atividade hemaglutinante, restricdo do
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crescimento do rotavirus de origem humana in vitro, viruléncia da cepa, processo de
penetracdo celular, fusdo entre dois ou mais rotavirus através de um peptideo presente
em sua molécula e ativacdo da infecciosidade por clivagem proteolitica das espiculas
de VP4 (Shaw et al, 1993; Prasad et al, 1994; Both et al, 1994;Dormitzer et al, 2004). A
clivagem proteolitica da VP4 ocorre por acdo enzimatica, principalmente da tripsina
pancreatica, gerando duas subunidades protéicas VP8* e VP5* Essas, por sua
vez,estdo associadas a neutralizacdo homotipica e heterotipica, respectivamente,e sao
as principais responsaveis pelo desencadeamento do processo de penetracdo celular
(Estes e Kapikian, 2007).

Capsideo interno (VP6)
Core (VP2)

Figura 2: Representacé@o esquematica do virion de Rotavirus
Fonte: Adaptado de Grimwood e Lambert, 2009

As proteinas ndo estruturais (NSP) do rotavirus sdo encontradas nas células
infectadas e, em geral,estdo envolvidas no processo de replicacdo viral. A NSP1 é
codificada através do segmento 5 do dsRNA, apresenta peso molecular de 58 kDa e
pode ser encontrada associada ao citoesqueleto da célula hospedeira. E produzida em
menor quantidade no inicio da infeccdo, apresenta afinidade especifica para os 11
segmentos do genoma viral e acredita-se que esteja envolvida na replicacdo do RNA
associada ao pré-core (HUA et al, 1994). A NSP2, dependendo da cepa estudada, é
codificada pelo segmento 7, 8 ou 9 do dsRNA, apresenta peso molecular de 36 kDa e
localiza-se em grande quantidade no viroplasma da célula infectada. Sua atividade de
replicase sobre o RNA confere importante papel na replicacdo viral, assim como, sua

associacdo com a proteina VP1 é fundamental para a formacdo do viroplasma,
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gerando a chamada matriz protéica do viroplasma (Estes e Kapikian, 2007). A NSP3
com peso molecular de 36 kDa é codificada, dependendo da cepa estudada, pelo
segmento 7, 8 ou 9 do dsRNA. E encontrada no citoesqueleto da célula infectada, com
maior frequéncia na forma de dimeros e em associagdo ao core, durante os Ultimos
estagios da montagem das novas particulas virais. Apresenta sitio de ligacao
especifico a extremidade 3° do mRNA, exercendo, dessa forma, importante papel na
circulacdo da molécula pelo citoplasma da célula hospedeira. Através disso, facilita a
replicacdo e a traducdo do mRNA através da promoc¢do de seu reconhecimento pela
maquinaria da célula infectada (Pesavento et al, 2006; Estes e Kapikian, 2007). As
proteinas NSP5 e NSP6 sdo codificadas pelo segmento 11 do dsRNA, atuam no
viroplasma e apresentam peso molecular de 22kDa e 11kDa, respectivamente. A
NSP5, proteina quinase fosforilada, interage com as proteinas NSP2 e NSP6, assim
como se liga efetivamente ao RNA para atuar na regulacédo da sintese de RNA e na
formacdo de particulas incompletas de rotavirus (Estes e Kapikian, 2007). A NSP6 é
considerada a menor proteina do rotavirus e sua funcdo estd diretamente ligada a
interacdo com a NSP5 (Pesavento et al, 2006). Dentre as proteinas ndo estruturais
destaca-se a NSP4, descrita recentemente como a primeira enterotoxina viral e
indispensavel para a infeccdo. Essa proteina é codificada pelo segmento 10 do dsRNA,
apresenta peso molecular de 20 kDa e é uma glicoproteina transmembranica
associada ao reticulo endoplasmético rugoso da célula infectada, que apresenta
importante papel na maturacdo intracelular de algumas particulas virais. Além de sua
participacdo na morfogénese, a NSP4 também é capaz de induzir diarréia secretora
através da interacdo com receptores presentes nas células do epitélio intestinal, sendo
elas infectadas ou ndo pelo rotavirus (Tian et al, 1994; Ball et al, 1996; Estes e
Kapikian, 2007;).

As particulas de rotavirus se apresentam fisicamente estaveis a temperatura de
56°C e a faixa de pH entre 3 a 9. Sua integridade e infectividade sdo mantidas sob a
acao de cloroférmio, éter e fluoro carbono. Podem ser inativadas com o uso de
desinfetantes como fendis, formalina, cloro, betapropalactona e etanol (70 e 95%),
sendo este Ultimo o mais efetivo, pois atua na remocdo do capsideo externo dos
virions. A utilizagdo da irradiacao de luz ultravioleta em particulas de rotavirus mantidas

em solucdes de tampéo fosfato tem apresentado resultado eficaz na inativacéo total da
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infectividade viral (Rodgers et al, 1985; Menq et al, 1987; Smirnov et al, 1991; Estes e
Kapikian, 2007).

A classificacdo do rotavirus em grupos e subgrupos é realizada de acordo com
alguns determinantes antigénicos basicos de sua estrutura. O reconhecimento do
grupo de cada cepa se da através da analise sorologica da proteina VP6, podendo
classificar o rotavirus em 7 grupos (A, B, C, D, E, F e G), sendo os grupos A, Be C
encontrados tanto em seres humanos quanto em animais e 0S outros grupos
encontrados somente em animais. Os rotavirus dos grupos B e C sdo menos
frequentes e estdo associados a surtos em adultos e criancas, sugerindo que estes
patbgenos sejam emergentes para os seres-humanos (Estes et al, 1983; Hung et al,
1984; Fang et al, 1989; Kuzuya et al, 1993; Riepenhoff-Talty et al, 1996;Estes e
Kapikian, 2007). As cepas do grupo A demonstram elevada prevaléncia e,
consequentemente, grande importancia epidemiolégica em humanos, fazendo com que
as mesmas sejam classificadas em subgrupos e caracterizadas por genotipo. A
classificacdo em subgrupos ocorre de acordo com determinantes antigénicos
localizados também na proteina VP6, detectados através de ensaios imunoenzimaticos
com anticorpos monoclonais especificos. S&o conhecidos, até o momento, 4
subgrupos: subgrupo | (comum em animais e pouco freqiente em humanos), subgrupo
Il (pouco frequiente em animais e comum em humanos), subgrupo I/l (pouco frequente
em animais e humanos) e subgrupo ndo I/ndo Il (pouco freqiente em animais e
humanos e comum em aves) (Liprandi et al, 1990; Hoshino e Kapkian, 1994).

Com base nas proteinas do capsideo externo (VP7 e VP4), os rotavirus do
grupo A (RVA) podem ser caracterizados de acordo com seus determinantes
antigénicos (sorotipo) e pela analise dos genes correspondentes a essas duas
proteinas (gendtipo). A determinacdo do sorotipo com base nas duas proteinas citadas
€ realizada através de testes sorologicos especificos. Ao contrario dos sorotipos da
proteina VP7, os sorotipos correspondentes as variacbes da proteina VP4 nao
apresentam correlacdo com o0s genétipos observados para as variacbes do gene
codificador desta proteina. A caracterizacdo do gendtipo das cepas do rotavirus é feita
através da andlise da sequéncia de RNA do gene correspondente as proteinas VP4 e
VP7, considerando serem do mesmo genotipo as cepas que apresentarem pelo menos
89% de homologia (Estes e Cohen, 1989; Hoshino e Kapkian, 1994; Estes e Kapikian,

2007). A partir disso, foi estabelecida uma nomenclatura binéria para identificacédo do
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genotipo, que é feita utilizando a letra G, correspondendo a VP7 (por ser uma
glicoproteina) e a letra P, correspondendo a VP4 (por ser sensivel a proteases).
Recomenda-se que o0 genotipo da proteina VP4 seja colocado entre colchetes, para
que seja possivel diferenciar o genoétipo P do sorotipo P, pois este ultimo ndo utiliza
colchetes em sua nomenclatura (Estes e Cohen, 1989; Gorziglia et al, 1990). Pela
analise do gene correspondente a VP4, encontrou-se a presenca, em amostras
humanas, de 12 genotipos diferentes (P[1], P[3], P[4], P[6], P[8], P[9], P[10], P[11],
P[14], P[19], P[25] e P[28]), enquanto que observando os genes codificadores da VP7,
pode-se evidenciar a existéncia, em humanos, de 12 genotipos distintos (G1, G2, G3,
G4, G5, G6, G8, G9, G10, G11, G12 e G20) (Gentsch et al, 1996; Hoshino e Kapikian,
2000; Estes e Kapikian, 2007; Matthijnssens et al, 2008 e 2011).

1.3 Fisiopatologia

A transmissao do rotavirus ocorre pela via fecal-oral ou pela ingestdo de agua ou
alimentos contaminados. Recentemente, tem sido considerada, em menor escala, a
transmissdo por secrecdes respiratorias e possivelmente pela via aérea, baseando-se
nas seguintes evidéncias: a rapida aquisicdo de anticorpos especificos para o rotavirus
nos primeiros anos de vida, independente dos habitos de higiene; a ocorréncia de
algumas epidemias, em que a transmissao fecal-oral ndo pode ser evidenciada; a
presenca de sintomas respiratérios observados em pacientes com gastroenterite
causada pelo rotavirus; a deteccao do virus no trato respiratério superior; e a presenca
de um pico de infeccdo durante o inverno, nos paises de clima temperado (Estes e
Kapikian, 2007). A dose minima para ocorréncia da infeccdo é de 10 virions, que
associada a elevada excrec¢do do rotavirus pelas fezes (aproximadamente 1 trilhdo/ml
fezes) e a estabilidade do mesmo frente a agentes fisicos e quimicos, resultam no
estabelecimento rapido e efetivo da infeccdo (Ward et al, 1996). Além disso, tém sido
observados outros fatores que propiciam a infeccdo e a transmissédo entre individuos,
como por exemplo: a persisténcia da infecgdo em recém nascidos, a alta frequéncia da
infeccdo nosocomial e a habilidade que o rotavirus tem de sobreviver em superficies
sob diferentes condi¢cdes. Nao ha registro da transmissédo do rotavirus animal para o

homem, porém tem sido observado alto grau de homologia entre o virus humano e o
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animal, possivelmente decorrente da recombinacédo génica entre as espécies (Gouvea
e Brantly, 1995;Estes e Kapikian, 2007).

Os estudos para entendimento do ciclo de replicacdo do rotavirus foi inicialmente
conduzido através de experimentos com linhagens continuas de células de rim de
macaco e atualmente utilizam-se células polarizadas do epitélio intestinal humano. Os
enterocitos diferenciados que integram a superficie das microvilosidades do intestino
delgado, principalmente no jejuno, sao os sitios de penetracao e replicacao deste virus.
A infeccéo evolui no sentido céfalo-caudal, no decorrer de um a dois dias, desde o
segmento proximal do intestino delgado até o ileo (Linhares et al, 1981; Estes e
Kapikian, 2007). ApOs ultrapassar as barreiras de defesa do trato gastrointestinal e
atingir o intestino delgado, o rotavirus inicia o processo de penetracdo celular, que
pode ocorrer de forma direta através da membrana plasmética ou por endocitose
decorrente da interacdo com receptores especificos presentes na superficie celular.
Através de estudos com enterécitos polarizados, pode-se observar que a interacdo do
rotavirus com a célula pode ocorrer na membrana apical, através da interacdo com
residuos de &cido sialico ou na membrana basolateral, onde a ligacdo ocorre
independentemente do acido sialico. A adsorcao da particula viral pode ser afetada
pela variacdo de temperatura e pH (Estes e Kapikian, 2007).

O processo de penetragcdo celular direta depende de alteragbes na
permeabilidade da membrana plasmaética, que ocorre apés a clivagem das espiculas de
VP4 por acdo da tripsina pancreatica, dando origem as subunidades VP5* e VP8*.
Acredita-se que as interacdes entre essas subunidades e as moléculas da superficie
celular, sejam as verdadeiras responsaveis pela variacdo na permeabilidade e
consequente penetracdo viral. O processo de penetragdo por endocitose ocorre
principalmente pela interacdo da subunidade VP8* do virus com moléculas da
superficie dos enterécitos. Dentre estas moléculas se destacam: gangliosidios,
glicoproteinas, galactose, acido sialico e integrinas(Graham e Estes, 1980; Bass et al,
1992; Ciarlet e Estes, 1999; Jolly et al, 2000; Lépez e Arias, 2004).

Durante o processo de internalizagdo na ceélula infectada, ocorre a perda do
capsideo externo e a liberagdo do capsideo interno, agora com dupla camada protéica,
no citoplasma do enterécito hospedeiro. Acredita-se que a reducéo da concentracdo de
fons Ca™ no interior da célula infectada promova alteracées conformacionais no

capsideo externo, resultando na solubilizacdo de suas proteinas com consequente
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perda da camada de VP4 e VP7. ApdOs o processo de penetracao celular, inicia-se a
fase de replicacdo viral, onde 0s complexos enzimaticos do rotavirus agem em
conjunto com a maquindria celular para a formagdo de novos virus. A sintese das
proteinas virais ocorre em ribossomos livres, com excec¢do das proteinas VP7 e NSP4,
gue sdo formadas em ribossomos ligados ao reticulo endoplasmatico rugoso (RER). A
maturacao final do rotavirus ocorre no RER através da formacdo do capsideo externo,
onde se observa interagdo entre as moléculas de VP4, VP7, VP6 e NSP4. O virion
formado migra para o citoplasma da célula hospedeira, sendo liberado para infectar
outros enterqcitos apos a lise celular (Estes e Kapkian, 2007).

Estudos histolégicos da infec¢do pelo rotavirus revelam o desenvolvimento das
seguintes lesdes: atrofia das vilosidades, hiperplasia das criptas e aumento do infiltrado
inflamatério da lamina propria. Nas células absortivas, podemos observar dilatagdo do
reticulo endoplasmatico, tumefacdo das mitocondrias, vacuolizacdo citoplasmatica,
destruicdo das microvilosidades e posterior lise celular (Kapikian et al, 2001).

A infeccdo pelo rotavirus pode provocar casos assintomaticos ou sintomaticos,
gue variam de acordo com a patogenicidade da cepa, a idade, o estado nutricional e a
imunidade do hospedeiro. O quadro clinico da infec¢do se caracteriza pela presenca de
diarréia, febre e vomito. Dentre estas manifestacdes, a diarréia ainda constitui o fator
de maior gravidade, visto que pode gerar desidratacdo grave. A infeccdo sintomatica
pode ocorrer em qualquer individuo, porém se observa com maior frequéncia na faixa
etéria de 6 a 24 meses (Linhares e Breese, 2000; Kapikian et al, 2001).

O processo diarréico decorrente da infeccéo pelo rotavirus pode ocorrer por trés
mecanismos: osmatico, secretor e neuronal. O mecanismo osmotico € caracterizado
pelo aumento da osmolaridade no limen intestinal decorrente dos danos causados
pelo virus nos enterdcitos, que levam a ma absorcao de carboidratos, eletrolitos e agua
(Kapikian et al, 2001). A diarréia denominada secretora € induzida pela presenca de
uma enterotoxina viral (NSP4) e, ao contrario da osmotica, ocorre independente da
lesdo epitelial. Acredita-se que a NSP4 seja eliminada a partir da lise de células
infectadas e interaja com receptores superficiais das células nao infectadas pelo virus.
Essa interacdo causa desestabilizacdo da membrana celular e aumento da
concentracéo intracelular de ions calcio oriundos do reticulo endoplasmatico, o que
leva ao aumento da permeabilidade da membrana plasmatica ao cloreto e consequente

aumento na secrecao de agua e ions cloreto para o limen intestinal (Ball et al, 1996;
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Morris et al, 1999). Por fim, recentes descobertas demonstram o envolvimento do
sistema nervoso autbnomo intestinal como efetivo indutor da secrecéo de liquidos e
eletrolitos. Isso ocorre através da producdo e liberacdo de indutores de resposta
inflamatdria (citocinas, prostaglandinas e oxido nitroso) pelos enterdcitos infectados
que, em contato com receptores especificos presentes nos neurbnios, promovem a
despolarizacdo da membrana com consequente efluxo de fluidos e eletrdlitos para o
[imen intestinal, caracterizando a diarréia do tipo neuronal (Lundgren et al, 2000;

Lundgren e Svenson, 2003).

1.4 Imunidade

Apesar das controvérsias acerca dos efetivos mecanismos determinantes de
protecdo contra o rotavirus, existem crescentes evidéncias sobre o papel protetor das
imunoglobulinas sistémicas e locais, assim como sobre a imunidade mediada por
células. As proteinas virais VP4 e VP7 séo as principais responsaveis pela producéo de
anticorpos neutralizantes, gerando resposta imune homotipica, especifica ao genétipo
do virus responsavel pela infeccéo, ou heterotipica, podendo fornecer protecao contra
infeccdes posteriores causadas por outros gendtipos do rotavirus (Estes e Kapikian,
2007). A presenca de anticorpos circulantes ndo confere protecao total contra o agente
viral, porém observa-se uma diminuicdo drastica na gravidade do processo infeccioso
(Clemens et al, 1993). A imunidade intestinal local, conferida pela imunoglobulina de
classe A, apresenta importante papel na resolucdo do quadro infeccioso,
provavelmente pela sua abundancia nas secrecdes e pela resisténcia frente a
degradacdo proteolitica no trato gastrointestinal. A proteina viral VP6 apresenta
importante papel na produgéo das imunoglobulinas de classe A presentes no intestino
delgado (Offit e Clark, 1985; Aiyar et al, 1990; Burns et al, 1996). Em relacdo ao
processo de imunidade celular, acredita-se que os linfécitos T CD8" e CD4" participem
do processo de eliminac¢do dos virions da mucosa intestinal (Offit e Dudzik, 1988; Offit,
1996).



30

Introducéo

1.5 Diagnostico Laboratorial

Apesar do exame clinico fornecer evidéncias da infec¢cdo pelo rotavirus, é
fundamental a confirmacdo da presenca do virus para a conduta terapéutica
apropriada, visto que héa diversos enteropatégenos com potencial para causar a
sindrome diarréica. Com isso, a elevada excrecdo do rotavirus através das fezes
durante a infeccdo aguda levou ao desenvolvimento de diferentes técnicas para a
deteccdo do virus, sendo elas baseadas na visualizacdo direta das particulas virais
(Microscopia eletronica direta e Imunomicroscopia eletronica), na deteccdo de
proteinas estruturais, principalmente VP6, (Ensaio imunoenzimatico, Aglutinacdo em
latex e Imunocromatografia) e na deteccdo do RNA viral (Eletroforese em gel de
poliacrilamida e reacdo de PCR) (Estes e Kapikian, 2007).

A visualizacdo direta do virus pela microscopia eletrbnica ou pela
imunomicroscopia eletrébnica € considerada como referéncia para diagnostico da
infeccdo, porém o alto custo dos equipamentos e a necessidade de um técnico
altamente qualificado inviabilizam a utilizagdo em larga escala na rotina dos
labioratorios (Estes e Kapikian, 2007).

O ensaio imunoenzimatico apresenta alta sensibilidade e especificidade e
baseia-se na utilizacdo de anticorpos monoclonais ou policlonais direcionados a
proteina VP6 do rotavirus. A facilidade e rapidez na execucdo dessa metodologia
aliadas a producao dos reagentes em alta escala e a possibilidade de testar inimeras
amostras simultaneamente, levou a ampla difusdo dessa técnica nos laboratorios
(Estes e Kapikian, 2007).

A imunocromatografia também utiliza anticorpos monoclonais especificos a
proteina VP6, porém apresenta sensibilidade um pouco inferior ao ensaio
imunoenzimatico. Apesar disso, o baixo custo, a rapidez e a facilidade de execucao
dessa técnica, promoveu a ampla utilizacdo no diagnéstico da infeccao pelo rotavirus.
Com isso, sua utilizagcdo néo ficou restrita ao laboratorio clinico, sendo também
utilizada em consultérios pediatricos (Thomas et al, 1994; Wilhelme et al, 2001; Estes e
Kapikian, 2007).

A deteccdo do RNA viral pela eletroforese em gel de poliacrilamida ou pela
reacdo de PCR apresenta sensibilidade comparavel ao ensaio imunoenzimatico, além
de proporcionar identificacdo do sorotipo ou genotipo do rotavirus presente na amostra.

Essas técnicas sao utilizadas com mais freqiéncia em laboratérios de pesquisa, visto
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gue em comparacdo com O ensaio imunoenzimatico 0os custos com reagentes e

equipamentos sao mais elevados (Estes e Kapikian, 2007).

1.6 Epidemiologia

A sazonalidade da infeccdo pelo rotavirus demonstra expressiva diferenca entre
regides de clima temperado e aquelas localizadas na faixa tropical. Em paises de clima
temperado, configura-se um padrédo tipicamente sazonal com ocorréncia de surtos
epidémicos durante os meses mais frios do ano, enquanto que nas zonas tropicais e
subtropicais ndo existem picos de incidéncia, observando-se a infeccdo por este virus
durante todo o ano. Apesar de ndo estar completamente elucidado,acredita-se que o
principal fator para a sazonalidade tipica dos paises de clima temperado esteja
relacionado a baixa umidade relativa do ar caracteristica dos meses de inverno, pois
este fato proporciona maior chance de sobrevivéncia do virus nas superficies e
consequentemente apresenta maior chance de transmissdo. No Brasil, observam-se
dois padrdes distintos de distribuicdo da infeccédo pelo rotavirus ao longo do ano. Nas
regibes Sul, Sudeste e Central, os casos de rotavirus ocorrem com maior incidéncia
nos meses mais frios e secos, enquanto que nas demais regioes a infeccdo apresenta
distribuicdo constante ao logo de todo ano (Cook et al, 1990; Linhares, 2000; Estes e
Kapikian, 2007).

O RVA é considerado como o principal agente causador da diarréia grave em
criancas na faixa de 0 a 5 anos de idade, tanto em paises desenvolvidos como
naqueles em desenvolvimento. A infeccdo por este virus apresenta-se de forma mais
grave nas criancas de 6 a 24 meses de vida. Acredita-se que a frequéncia baixa da
infeccdo pelo rotavirus nos 6 primeiros meses de vida, esteja relacionada a
permanéncia de anticorpos maternos. A grande maioria da populagdo infantil entra em
contato com o rotavirus até os 2 anos de idade,sendo que aproximadamente 80% das
criancas adquirem anticorpos contra o rotavirus até os 3 anos de idade (Cox, et al,
1998; Linhares, 2000; Estes e Kapikian, 2007). A infeccéo por rotavirus na populacao
adulta é comum, sendo que na maioria dos casos se apresenta na forma
assintomatica. Um estudo realizado por Kim et al (1977), demonstrou que 22 (55%) dos
40 adultos que tiveram contato com criangas internadas por causa do rotavirus,

apresentaram evidéncias da infeccdo por este virus, predominantemente na forma
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assintomatica. Surtos esporadicos relacionados a cepas emergentes podem levar a
infeccdo sintomatica nessa populacdo, como observado com o genoétipo G9 na Suécia
entre os anos de 2001 e 2002 (Rubilar-Abreu et al, 2005). Epidemias ou surtos de
rotavirus em adultos foram observados ao redor do mundo em pacientes idosos,
instituicbes de reabilitacdo, recrutas do exército finlandés e funcionarios de hospitais
(Awachat e Kelkar, 2006; Lijima et al, 2006; Estes e Kapikian, 2007). Conforme
observado na populagéo idosa da Irlanda em 2006, a infec¢é@o por rotavirus nessa faixa
etaria pode se desenvolver de forma grave, podendo até evoluir a 6bito (Feeney et al,
2006).

O desenvolvimento da infec¢cdo por rotavirus no ambiente hospitalar tem sido
relatado com certa frequéncia. Foi observada uma média de 27% de pacientes, em
paises desenvolvidos, e 32%, em paises em desenvolvimento, que apresentaram
sintomas de diarréia causada por rotavirus apos serem liberadas do hospital, sendo a
infeccdo adquirida no periodo em que o paciente estava internado. No ambiente
hospitalar, as infecgbes por rotavirus também tém sido observadas com grande
frequéncia ao redor do mundo, porém a maioria se configura como casos
assintomaticos (Gerna et al, 1990; Fischer et al, 2004; Estes e Kapikian, 2007). A
observacdo do ambiente nosocomial acerca da infeccédo pelo rotavirus revelou que 10
(17%) de 60 criancas, hospitalizadas por quadro clinico ndo relacionado a diarréia num
periodo de prevaléncia do rotavirus, apresentaram desenvolvimento da doenca
diarréica causada por este virus. Outra informacdo importante indica que a cada 5
casos de infeccdo pelo rotavirus, um foi adquirido no ambiente hospitalar (Estes e
Kapikian, 2007).

Anualmente, em escala global, a infeccdo pelo rotavirus é responséavel: por
cerca de 100 milhGes de casos em criancas menores de 5 anos com quadro clinico de
diarréia, que sado tratadas em casa; por aproximadamente 20 milhdes de casos em
criangas que procuram tratamento meédico; por volta de 2 milhdes de casos em
criangas que sao hospitalizadas e pelo 6bito de mais de 600.000 criancas (Parashar et
al, 2003).

Em paises desenvolvidos, a frequéncia da infeccdo é alta, porém a taxa de
mortalidade é muito baixa (Parashar et al, 2003; Estes e Kapikian, 2007). Nos EUA, a
doenca pelo rotavirus acomete anualmente 3 milhdes de criancas na faixa de 0 a 5

anos de idade, sendo que destas, 55 a 70 mil sdo hospitalizadas e aproximadamente
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de 20 a 40 casos evoluem para o 0Obito, ocorrendo 1 morte a cada 100 mil casos de
infeccdo pelo rotavirus em criancas menores de 5 anos. Acredita-se que 0 rotavirus
seja o responséavel pela diarréia em 5 a 10% dos casos que ocorrem neste pais.
Estima-se que o custo da infecgdo por este virus, nos EUA, seja de aproximadamente
1,5 bilhdes de dolares, sendo aproximadamente 400 milhdes de dolares gastos com
custos médicos diretos e aproximadamente 1 bilh&o de délares gastos em programas
sociais (Estes e Kapikian, 2007; Widdowson et al, 2007).

Nos paises em desenvolvimento, o rotavirus é visto como o principal agente
causador da diarréia grave com risco de morte, sendo responsavel por
aproximadamente 1.200 mortes de criancas menores de 5 anos por dia. Deste total de
6bitos, 80% ocorrem na Asia e Africa (Parashar et al, 2006; Glass et al, 2006). Estima-
se que na Asia, Africa e América Latina, o rotavirus seja responsavel por 30 a 60% das
hospitalizacGes de criancas com idade inferior a 5 anos, levando ao 6bito por volta de
15 mil criangas na América Latina, aproximadamente 183 mil na Africa e mais de 230
mil na Asia. (Estes e Kapikian, 2007). Na América Latina, a infeccdo pelo rotavirus €
responsavel por 75 mil casos de diarréia, a taxa de infeccdo pelo rotavirus entre
pacientes ambulatoriais é de 4 a 42% e entre 0s pacientes internados € de 16 a 52%,
sendo que, destes internados, 65 a 85% sao criangas no primeiro ano de vida (Kane et
al, 2004). No Brasil, de 12 a 42% dos quadros de diarréia séo relacionados a infeccao
por rotavirus e aproximadamente 2/3 desses processos ocorrem em criangas na faixa
etaria de 6 a 24 meses. A gravidade desse quadro diarréico € maior no ambito
ambulatorial e hospitalar do que no comunitério (Linhares, 2000; Kapikian et al, 2001).

Nas ultimas décadas, a epidemiologia molecular das infec¢des pelo rotavirus foi
bastante explorada, revelando dados cruciais sobre a circulacdo das cepas ao redor do
globo. Em 2005, Santos et al publicaram uma revisdo que contemplou 124 estudos
entre 0s anos de 1989 e 2004, envolvendo 52 paises dos 5 continentes. Com relacao
aos genotipos referentes a proteina VP7, observou-se que a frequéncia da infeccao
pelos gendtipos G1, G2, G3 e G4 foi de 97,5% na Asia, América do Norte e Europa e
de 83,5 a 90,4% nos paises da América do Sul, Africa e Australia, sendo em todos 0s
continentes o genadtipo G1, o mais frequente. O gendtipo G9 apareceu na freqiiéncia de
4,1% e demonstrou ser o quarto genotipo mais freqiente ao redor do mundo, neste
periodo. Eventualmente, houve relatos dos gendtipos G5 e G8, sendo o gendtipo G5

mais freqliente na América do Sul e o gendtipo G8 mais frequente nos paises do
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continente africano. Com relacdo aos genotipos referentes a proteina VP4, observou-se
maior frequéncia do genotipo P[8], seguido pelo gendtipo P[4]. Isso pode ser explicado
pelo fato do genétipo P[8] ser associado aos gendtipos G1, G3, G4 e G9 e 0 gendtipo
P[4] ser associada ao gendtipo G2 (Santos e Hoshino, 2005).

No Brasil, Gurgel et al. (2008) realizaram estudo de revisdo sobre a circulacéo
dos diferentes genétipos do rotavirus no periodo anterior & inclusdo da Rotarix® no
calendario béasico de vacinas, compreendendo o periodo de 1986 a 2006. Foi
observada, a prevaléncia de 44% de G1, 19% de G9, 17% de G2, 7% de G3, 5% de
G4, 4% de G5 e 1% de G8, G10 e G12. A cepa G1P[8] foi relatada como mais
frequente durante todo este periodo e apareceu em estudos realizados em todas as
regibes do pais. O gendtipo G9, associado a P[6], P[8] ou P[9], surgiu em territério
nacional entre 1995 e 2000, somente nas regides Sudeste e Centro Oeste, sendo
observada em todas as regides ap0s o ano de 2000. Com excecédo da regido Centro
Oeste, a cepa G2P[4] foi observada durante todo o periodo revisado. A cepa G5P[8]
circulou por todas as regides do Brasil até o ano de 1995, foi observada somente na
regido Sudeste entre 1995 e 2000 e néo foi relatada apés este periodo em nenhuma
regido. O gendtipo G4, associado a P[6] e P[8], foi relatado em todas as regides até o
ano de 1995, circulou somente na regido Sudeste entre o periodo de 1996 a 2000 e foi
relatado nas regides Sudeste, Sul e Centro Oeste apds o ano 2000. Os genotipos
emergentes G8, G10 e G12 foram relatados somente em algumas regifes apds o0 ano
2000.

Outro estudo de revisdo conduzido em territdrio nacional por Leite et al (2008),
observou a circulacdo dos gendtipos do rotavirus no periodo entre 1982 a 2007,
abrangendo o periodo pré vacinacdo e um periodo aproximado de 1 ano apds a
introducdo da vacina. Até o ano de 2005, as frequéncias dos genotipos G1, G9, G2,
G3, G4 e G5 foram de 43%, 20%, 9%, 6%, 4% e 4%, respectivamente. Neste periodo
anterior a vacinacao, foi visto que o genétipo G5 circulou somente entre os anos de
1982 a 1996, o gendtipo G9 passou a ser visto apds o0 ano de 1996 e o gendtipo G2,
gue entre 1982 e 1995 apresentava frequéncia de 26%, decaiu para 2% no periodo de
1996 a 2005. No periodo de 2006 a 2007, apos a introdugdo da vacina no calendario
basico de vacinacado, foram observadas as frequéncias de 74% do genotipo G2, 11%
do gendtipo G9, 3% do gendtipo G1 e 3% do gendtipo G3.
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As combinacfes de gendtipos VP7 e VP4 mais frequentes sdo G1P[8], G2P[4],
G3P[8], G4P[8] e G9P[8], porém tém sido frequentemente relatada a ocorréncia de
combinagdes G e P ndo usuais, como por exemplo: G1P[4] / G2P[6] / G3P[6] / G8P[6] /
G9P[10] / G10P[14] / G12P[6]. Acredita-se que 5% de todas as infec¢des pelo rotavirus
sejam causadas por cepas com genadtipos nao usuais, sendo a maioria encontrada em
paises da América do Sul, Africa e Asia (Santos e Hoshino, 2005; Gentsch et al 2005;
Leite et al, 2008). O aparecimento das cepas ndo usuais pode estar relacionado a
recombinacdo génica entre cepas de origem humana, a recombinacdo génica entre
cepas de origem humana e animal ou a transmisséao direta de cepas de origem animal
para o homem, podendo-se classificar o rotavirus como uma zoonose (Das et al, 1994;
Banyai et al, 2009; Luchs et al, 2012). A co-circulacdo de cepas do rotavirus ocorre
com certa freqiéncia e esté relacionada a grande diversidade das cepas circulantes.
Por conta disso, infeccbes mistas ocorrem na frequéncia de 15% nos paises da
América do Sul, 12% na Asia, 10% no continente africano, 5% na América do Norte,
2% na Australia e 1,8% nos paises europeus. Como observado, as infec¢des por mais
de uma cepa ocorrem mais frequentemente nos paises em desenvolvimento, visto que
nestas regifes ocorrem maior diversidade e circulacdo de cepas incomuns (Santos e
Hoshino, 2005; Gentsch et al 2005).

Os relatos de cepas emergentes ao redor do mundo sédo frequentes, ressaltando
a importancia dos estudos epidemiolégicos para o conhecimento da circulacdo do virus
e a real importancia de cada gendtipo na infeccdo em diferentes regiées do mundo.
Neste contexto, ha relatos do gendtipo G5 no Brasil, Argentina, Paraguai, Camardes,
China e Reino Unido; do gendtipo G6 na ltalia, Australia, india, Bélgica, Hungria e
Estados Unidos; do gen6tipo G8 no continente Africano, na Asia e na América do Sul;
do gendtipo G10 no Brasil, Paraguai, Tailandia, india e Reino Unido; do gendétipo G11
em Bangladesh e na Coréia do Sul e do Genétipo G12 na Asia, Europa, América do
Norte e América do Sul (Santos e Hoshino, 2005; Duan et al, 2007).

Os resultados de alguns estudos a respeito da circulacéo das cepas de rotavirus

entre os anos de 2005 a 2010, podem ser observados no quadro 1.
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Quadro 1: Relatos de alguns autores a respeito da circulacao de cepas de rotavirus.

Local Periodo Observado Referéncia
Sergipe Nov/06 - Fev/07 G2P[4] - observado em 100% das amostras Gurgel et al, 2007
Sergipe Out/06 - Abr/08 G2P[4] - observado em 95% das amostras Gurgel et al, 2009

Recife Mar/06 - Mai/07 G2 - observado em 100% das amostras Nakagomi et al, 2008

Carvalho-Costa et al,

Rio de Janeiro 2005 - 2007 G2P[4] - 1,4% (2005) / 44% (2006) / 96% (2007) 5009
Mascarenhas et al,
Parauapebas 2006 - 2008 G2P[4] - observado em 90% das amostras 2010
S&0 Paulo 2006 - 2009 GOPI8] - mais frequente em 2006 cilli et al, 2011
G2P[4] - mais frequente em 2007/2008/2009 ’
S3o Paulo 2007 - 2009 G2P[4] - 62% (2007 - 2009) / tnico gendtipo encontrado em 2007 Carmona, 2010
. Em criangas hospitalizadas: G2P[4] - 15% (2006) / 70% (2007) / Lo
Paul 2 -2 f. /, 201
Sao Paulo 006 - 2008 100% (2008) Safadi et al, 2010
Belém 2008 - 2009 Em criangas hospitalizadas: Predominio de G2P[4] Justino et al, 2011
Minas Gerais 2009 - 2010 Predominio de G2P[4] Dulgheroff et al, 2012
Curitiba 2001 - 2008 Pacientes hospitalizados: Predominio de G2P[4] apds 2006 Pereira et al, 2013
18 estados 2005 - 2009 G9 - mais frequente em 2005 (52%) Carvalho-Costa et al,
brasileiros G2P[4] - 49% (2006) / 66% (2007) / 85% (2008) / 37%(2009) 2011
Australia 2007 - 2009 Aumento de G2P[4] nos estados que utilizam a Rotarix® Kirkwood et a/, 2011

1.7 Vacinacao

No decorrer das

tltimas 3 décadas, observou-se a repeticdo de extensas

epidemias pelo rotavirus, tanto em paises desenvolvidos, como nhaqueles em

desenvolvimento. Com isso, foi possivel concluir que eventuais intervengdes na saude

publica, como saneamento basico e abastecimento de agua potavel, tém pouco

impacto para o controle da morbidade decorrente das gastroenterites causada por este

virus (Meloni et al, 2011; Strina et al, 2012). Aliado a esses dados, acredita-se que 20 a

40% das infec¢cbes pelo rotavirus sdo assintométicas, fato este que contribui

efetivamente na propagagdo do virus e reducdo na eficiéncia das medidas de

prevencado. Neste contexto, prevalece o amplo consenso de que o efetivo controle da

infecc@o por rotavirus se condiciona ao desenvolvimento de uma vacina eficaz, para

uso corrente no decorrer do primeiro semestre de vida (Linhares e Bresee, 2000; Glass
et al, 2004, Gleizes et al, 2006).
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As primeiras candidatas a vacina contra o rotavirus foram produzidas de acordo
com os principios de Edward Jenner e eram constituidas por cepas vivas atenuadas de
origem animal. Tal estratégia foi adotada com base no fato de que a maioria das cepas
provenientes de humanos e animais apresentavam semelhanca no antigeno VP6. ApGs
diversos testes para obtencdo de uma vacina eficaz e a avaliacdo dos resultados
obtidos, chegou-se ao consenso de que o0 imunizante deveria conter amostras virais
geneticamente reestruturadas entre cepas de origem animal e humana, com
especificidade antigénica para diferentes gendtipos. Essa estratégia visa aproveitar o
baixo potencial patogénico da cepa de origem animal e sua caracteristica de ser
cultivada em linhagens celulares continuas com a especificidade antigénica oriunda
das cepas de origem humana. Com isso, as vacinas desenvolvidas a partir dai
continham amostras de rotavirus com dez genes oriundos de cepas de origem bovina
ou simia e um gene, correspondente a proteina VP7, de origem humana (Grimwood e
Lambert, 2009).

Neste contexto, surgiu a vacina RRV-TV (Rhesus-human reassortant rotavirus
tetravalent vaccine), que consiste em uma preparacgdo tetravalente com os genoétipos
G1, G2, G3 e G4 geneticamente reestruturados entre amostras de origem simia e
humana. Tal vacina é realizada, sinteticamente, através do cultivo simultdneo do
gendtipo G3 (Simio) com os gendtipos G1, G2 e G4 (Humano) em substrato celular
através de passagens sucessivas, obtendo como resultado uma preparacdo contendo
0 gendtipo G3, com 11 genes de origem simia e os gendtipos G1, G2 e G4 com dez
genes de origem simia e um gene de origem humana, correspondente a proteina VP7
(Figura 3). Estudos para avaliagdo deste imunizante foram conduzidos em 5 paises
(EUA, Finlandia, Venezuela, Peru e Brasil) com cerca de 15.000 criancas de 1 a 6
meses de vida, resultando na eficacia de aproximadamente 60%, se considerados os
episodios diarréicos como um todo, e 80 a 100%, se considerados somente as formas
clinicamente mais graves (Lanata et al, 1996; Linhares et al, 1996; Pérez-Schael et al,
1997; Linhares e Bresee, 2000; Dennehy, 2008). Com isso,em agosto de 1998, o “Food
and Drug Administration”(FDA) licenciou o uso da RRV-TV, sob nome comercial

dTM

Rotashield ™, nos EUA, sendo administrada em criangas higidas sob o regime de trés

doses: aos dois, quatro e seis meses de idade.
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Cepa Simiacom Cepa Simia com Cepa Simia (G3) Cepa Simia com
VP7 Humano VP7 Humano VP7 Humano
(G1) (G2) (G4)

Figura 3: Representacdo esquematica do rearranjo genético entre cepas de origem humana com cepa
de origem simia, que ocorre durante o processo de fabricacéo da vacina Rotashield ™
Fonte: Adaptado de Kapikian et al, 1996

Ap6s 11 meses de utilizacdo e 1,5 milhdes de doses administradas em
aproximadamente 900 mil criancas, o CDC (Centers for Disease Control and
Prevention), em julho de 1999, recomendou a suspensdo do imunizante pela
ocorréncia de 15 casos de intussuscepcdo intestinal envolvendo criangcas que
receberam a vacina (CDC, 1999). Investigacdes posteriores revelaram a confirmacao
de 98 casos deste processo obstrutivo intestinal e estudos epidemiolégicos
subsequentes estimaram que o risco da intussuscepc¢ao intestinal seria de 1 a cada

10.000 criangas vacinadas, sendo o periodo de maior risco entre 3 e 10 dias apos a
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primeira dose do imunizante. Neste Contexto, em novembro de 1999, o “Advisory
Committe on Immunization Practices” (ACIP) anulou sua recomendacgao prévia do uso
da Rotashield™ entre criancas norte-americanas, paralelamente a retirada desta
vacina do mercado pelo fabricante (Zanardi et al, 2001).

Ap6s o incidente com a Rotashield™, diversos estudos com diferentes vacinas
foram conduzidos ou estdo em andamento. Dentre os imunizantes ja licenciados para
uso, destacam-se, por sua ampla utilizagdo em diversas areas do mundo, as vacinas
Rotateq® e Rotarix®.

A Rotateq® é uma vacina pentavalente com cepas recombinantes de rotavirus
humano e bovino. Apresenta em sua composi¢cao 4 cepas com genoétipo VP7 humano
(G1, G2, G3 e G4)associadas ao genoétipo VP4 bovino (P[5]) e 1 cepa com gendtipo
VP7 bovino (G6) associada ao genétipo VP4 humano (P[8]); dessa forma esse
imunizante também leva em consideracdo a importancia da resposta imune contra a
proteina VP4, originaria do rotavirus humano. A Rotateq® deve ser administrada em 3
doses orais com intervalo de um a dois meses entre uma dose e outra, sendo a
primeira dose entre as seis e doze semanas de idade e a Ultima até as 32 semanas de
vida (Heaton e Ciarlet, 2007; Hyser e Estes, 2008). Estudos de fase 3 para este
imunizante foram conduzidos em onze paises diferentes com mais de 70.000 criancas,
sendo mais de 80% provenientes dos EUA e Finlandia. No decorrer destes estudos,
pode-se evidenciar 6 casos de intussuscepgcdo em criangcas que utlizaram o
imunizante, em comparacdo com 5 casos de criancas do grupo controle que néo
receberam a vacina, concluindo que a Rotateq® ndo apresenta o risco da
intussuscepgao. Ainda nestes estudos, o imunizante demonstrou ser 74% eficaz contra
todos os casos de diarréia causada pelo rotavirus e 98% eficaz contra os casos mais
graves. Com relacdo a protecdo frente a cepas especificas, a Rotateq® demonstrou
eficacia de 75% contra o geno6tipo G1, 63% contra G2, 83% contra G3, 48% contra G4
e 65% contra G9, sendo que este ultimo genotipo ndo apresentou quantidade suficiente
de casos para gerar dados estatisticamente significantes. Perante estes resultados, em
fevereiro de 2006, o FDA licenciou a Rotateq® para ser utilizada em criangas norte
americanas aos 2, 4 e 6 meses de idade (Hyser e Estes, 2008). No ano de 2008, esta
vacina ja estava licenciada em 85 paises, incluindo paises do continente americano,
europeu, africano e asiatico. Apos 19 meses de utilizacdo, nos EUA, com

aproximadamente 9 milhdes de doses administradas, este imunizante continua sem



40

Introducéo

apresentar associacdo com casos de intussuscepcao. Estudos posteriores a utilizacao
da Rotateq® nos EUA, demonstram queda em 37% na realizacdo de testes
laboratoriais para deteccdo do rotavirus e a positividade destes testes apresentou
queda de 79%, em comparacdo com o periodo anterior ao licenciamento deste
imunizante (Grimwood e Lambert, 2009). Ainda nos EUA, estima-se que a utilizacéo de
cuidados médicos decorrentes da infec¢do pelo rotavirus tenha reduzido em 90% e a
ocorréncia dessa infeccdo em criancas vacinadas com a Rotateq® reduziu em
aproximadamente 45%. Pela primeira vez nos ultimos 19 anos ndo houve relatos de
epidemia de rotavirus nos EUA, entre os meses de janeiro e junho de 2010 (Gouveia et
al, 2011; Patel et al, 2011). Dados obtidos por estudos na Finlandia e EUA revelam
reducdo de 59% nas hospitalizacdes geradas por gastroenterites de qualquer origem,
enquanto que estudos conduzidos nos EUA e Europa revelam 96% de reducdo nas
hospitalizacBes por rotavirus, 94% de diminuicdo na ida ao pronto socorro e queda de
86% na ida ao consultério (Patel e Parashar, 2009; Tate et al, 2011). Estudos
conduzidos na Nicaragua revelam que, entre 2007 e 2008, a Rotateq® apresentou
eficacia de 58% contra diarréia grave causada pelo rotavirus e estima-se que reduziu a
mortalidade entre criancas com menos de 5 anos em 73%. Dados obtidos na Africa e
Asia indicam eficacia de 39,3% e 48,3%, respectivamente, contra diarréia grave nos
dois primeiros anos de vida (Giaquinto et al, 2011; Goveia et al, 2011). Dados
epidemioldgicos dos EUA e alguns paises da Oceania indicam aumento na prevaléncia
do gendtipo G3P[8] apls a utilizacado da Rotateq (Patel et al, 2011).

A vacina Rotarix® faz parte de um grupo de imunizantes que utiliza amostras
virais de origem humana atenuada. Tal estratégia se fundamenta na idéia de que
infeccdes naturais repetidas por rotavirus protegem contra subseqientes exposicoes,
ndo raro alcancando eficacia clinica de 100%. A Rotarix® consiste de uma preparacéo
monovalente da cepa G1P[8] obtida a partir da amostra original 89-12 apds clonagens
e passagens sucessivas em culturas celulares, a qual se administra pela via oral em
duas doses, aos dois e quatro meses de idade. Estudos conduzidos na Finlandia e em
11 paises da América Latina com aproximadamente 63.000 criancas, revelam que este
imunizante ndo apresenta risco de causar intussuscepcdo e demonstrou eficicia de
85% para os casos mais graves da infeccdo pelo rotavirus. Em relacdo a protecéo
frente a gendtipos especificos, a Rotarix® apresentou eficacia de 92% contra G1P[8],
88% contra G3P[8], G4P[8] ou G9P[8] e 41% contra G2P[4], sendo que para este
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altimo gendtipo, os dados obtidos ndo foram estatisticamente significantes. Na Europa,
estudos revelaram 96% de eficacia contra as formas mais graves da infeccédo pelo
rotavirus, protecdo de 81% contra a cepa G2P[4] e 72% de reducdo na hospitalizacdo
por gastroenterite de qualquer origem. Perante estes resultados, em 2008, este
imunizante ja estava licenciado em 100 paises, com 25 milhdes de doses
administradas ao redor do mundo (Dennehy, 2008; Patel e Parashar, 2009; Grimwood
e Lambert, 2009; Justino et al 2012). Em Israel, a Rotarix® apresentou eficacia de 51%
na prevencdo de gastroenterites de qualquer causa que necessitam de visita médica,
eficacia de 90,8% contra a cepa G1P[8] e de 87,3% contra os genotipos G3P[8],
G4P[8] e G9[8] (Fay et al, 2011). Estudos conduzidos em El Salvador indicam reducéo
de 35 a 48% dos casos de diarréia de qualquer origem, queda de 69 a 81% de
hospitalizagBes decorrentes da infec¢édo pelo rotavirus em criancas com idade inferior a
5 anos e diminuicdo de 41 a 68%, no ano de 2008, da infeccdo sintomatica pelo
rotavirus em criancas maiores de 2 anos que nao receberam a vacina (efeito indireto).
No México e Panama, a reducdo observada nas taxas de hospitalizacdes por diarréia,
de qualquer etiologia, em criangcas com idade inferior a 5 anos foi de 11 a 40% e 22 a
37%, respectivamente (Patel et al, 2011). Estudos conduzidos em Hong Kong, Taiwan
e Cingapura revelam que a Rotarix® apresentou eficacia de 100% no primeiro ano de
vida contra a diarréia grave causada pelo rotavirus, 94,5% no segundo ano e 100% no
terceiro ano. A eficacia contra a hospitalizacao foi de 94,9% e a protecao frente as
diferentes cepas foi de 100% contra G1P[8] e 94% contra 0s outros genotipos, sendo
gue neste periodo somente foi observada a circulacdo das cepas G1P[8], G3P[8] e
G9P[8] (Phua et al, 2012).

No Brasil, a Rotarix® foi implementada em marco de 2006 no calendério vacinal,
sendo fornecida pelo governo. Dados oficiais do ministério da saude revelam que, entre
os anos de 2006 a 2012, a cobertura vacinal foi, respectivamente, de 46,5%, 79,8%,
81,2%, 84,4% 83,0%, 87,1% e 86,4% (Ministério da Saude - Datasus). Estudos
conduzidos apés adocdo deste imunizante revelam que as hospitalizacbes decorrentes
da infeccdo pelo rotavirus reduziram em 59% e a queda na mortalidade variou de 22 a
41% (Lopman et al, 2012) (Figura 4). Apesar da Rotarix® ter se apresentado eficaz
contra infec¢des pelas cepas nao-G1P[8], estudos recentes tém demonstrado aumento
na frequéncia e prevaléncia das cepas G2P[4], no Brasil e na Australia, e do genadtipo

G9P[4] no México. Com isso, ampliou-se a discussdao em torno dos genoétipos
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circulantes, assim como a necessidade de estudos relatando a vigilancia do rotavirus
(Gurgel et al, 2007 e 2008; Patel et al, 2011; Cilli et al, 2011; Carvalho-Costa et al,
2011; Lopman et al, 2012).
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Figura 4: Numero de mortes por diarréia, no México, em criancas (0-4 anos) entre 0os meses de
Dezembro e Maio dos anos de 2003 a 2010
Fonte: Adaptado de Lopman et al, 2012
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2.1 Objetivo Geral

Descrever o genoétipo das amostras de rotavirus circulantes, em 2 regides

brasileiras, durante o ano de 2009.

2.2 Objetivos especificos

o ldentificar o genoétipo das cepas de rotavirus encontradas nos locais estudados,

com base nas proteinas do capsideo externo VP7 (G) e VP4 (P);

o Identificar o gendtipo de maior circulacdo, no ano de 2009, nas regides

brasileiras estudadas (Sudeste e Nordeste);

o Identificar o perfil temporal e demografico da infeccdo pelo rotavirus no Brasil,

tendo como base as diferentes regides estudadas;

o Relacionar o perfil genotipico do rotavirus circulante, nas regides estudadas,

com a utilizagéo da vacina Rotarix® no calendério vacinal oficial.
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O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de S&o Paulo / Hospital Sd0 Paulo e pelo Comité de Etica em Pesquisa do

Instituto Fleury.

3.1 Amostras de fezes

As amostras utilizadas neste estudo foram coletadas no decorrer do ano de
2009, em estados pertencentes a duas regides geogréficas brasileiras: Sudeste (SP e
RJ) e Nordeste (BA e PE), de pacientes que procuraram os laboratorios do Grupo
Fleury S/A e que, por solicitacdo médica, compareceram aos laboratérios para
realizacdo da pesquisa de rotavirus em fezes. As amostras em questdo foram
coletadas com o objetivo Unico de prestar o servico solicitado ao paciente do
laboratério. Em seu curso normal, as mesmas seriam descartadas em esgoto apés
aproximadamente 3 dias da realizacdo dos exames necessarios. As amostras ficaram a
temperatura ambiente ou sob refrigeracdo (4 a 8°C), do momento da coleta até a
realizacdo da pesquisa de rotavirus, sendo, apds este periodo, mantidas sob
refrigeracdo (4 a 8°C) por 3 dias para eventuais testes confirmatérios. Depois disso,
foram encaminhadas em caixa de isopor com presenca de Gelox (4 a 8°C) para serem
utilizadas neste projeto com tempo estimado de transporte de 1 a 2 dias, dependendo
da localidade do laboratério de origem. Depois de serem recebidas, as amostras foram
congeladas a -20°C e posteriormente, de acordo com a disponibilidade no freezer,
transferidas para temperatura de -70°C até o momento de sua utilizacao.

Para caracterizacdo epidemiol6gica das amostras foi coletado, através do
sistema informatizado do Grupo Fleury S/A, os dados referentes a idade, sexo e
histérico de vacinacao contra rotavirus de cada paciente que teve sua amostra utilizada
neste estudo. Apds a coleta dos dados utilizados de cada amostra, foi possivel realizar
a “desidentificagéo” dos individuos que tiveram suas amostras utilizadas. Para isso,
cada amostra foi nomeada através de um numero e a identificacdo do paciente foi
desprezada, impossibilitando a correlacdo da amostra com o respectivo individuo. Com
a “desidentificacdo”, nao foi possivel evidenciar a presenca ou auséncia de duas ou

mais amostras coletadas em datas diferentes, relacionadas a um Unico paciente.
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Todos os procedimentos praticos deste estudo foram realizados no laboratorio
do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IPD) do Grupo Fleury S/A, localizado na

cidade de Sao Paulo.

3.2 Pesquisa de rotavirus

Na rotina dos laboratérios do Grupo Fleury S/A, a pesquisa de rotavirus em
fezes foi realizada através da técnica de imunocromatografia pelo kit Vikia® Rota-Adeno
(bioMérieux® sa). Este teste é qualitativo e se baseia na ligacdo de anticorpos
monoclonais anti-rotavirus com a proteina VP6 da particula viral. A positividade da
reacao ocorre através da presenca de microesferas de poliestireno de cor azul ligadas
aos anticorpos monoclonais, que tornam a ligacdo do anticorpo com a proteina VP6

visivel através da formacao de uma linha de cor azul.

3.3 Dados sobre vacinacao

Para os pacientes com idade entre 0 e 4 anos, que poderiam ter tomado a
vacina Rotarix® ap6s sua implementacdo no calendario vacinal em 2006, houve o
questionamento de seus responsaveis, através de uma pergunta técnica no sistema
informatizado de abertura de fichas, sobre a imunidade contra o rotavirus através desta
vacina. O ato de fazer uma pergunta técnica ao paciente faz parte da rotina normal do
atendimento ao cliente e ocorre no momento da abertura da ficha. Esse procedimento,
ja existente, é aplicado com o intuito de coletar todas as informacfes do paciente
relevantes a interpretacédo dos resultados de cada exame solicitado e de confeccionar

um laudo objetivo e de facil interpretacéo para o médico do paciente.

3.4 Preparo da suspenséao de fezes

As amostras de fezes foram retiradas do freezer -70°C e mantidas por algumas
horas na temperatura de 4 a 8°C para descongelamento. Apés isso, foi preparada uma
suspensao de fezes a 10% em PBS (Fosfato de so6dio a 10 mmol/L e Cloreto de sbdio a
0,15 mol/L em pH de 7,2 a 7,4). Essa suspenséao foi devidamente homogeneizada e
centrifugada a 3.500 rpm por 30 minutos. A partir disso, 0 sobrenadante foi separado e
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congelado novamente a -20°C até o momento de sua utilizagdo(Li et al, 2008). Para as
amostras que apesar da centrifugacao, néo foi possivel separar as particulas sélidas do
sobrenadante, foi feita a filtragem da amostra com auxilio de um filtro de 0,22 pm e

uma seringa de 5 mL.

3.5 Amostras padrao

Para padronizagdo das metodologias moleculares empregadas neste estudo,
foram utilizadas amostras de RNA e cDNA positivas para rotavirus com genétipo
conhecido. Essas amostras foram gentilmente cedidas pelo Nucleo de Doencas
Entéricas, Centro de Virologia do Instituto Adolfo Lutz. As amostras padrdo de cDNA
foram utilizadas para testar o protocolo da 22 PCR para as proteinas VP7 e VP4,
enquanto que as amostras padrdo de RNA foram u(teis para padronizacdo do
procedimento de extracdo do RNA viral em amostras de fezes e o produto desta

extracao foi utilizado para o teste da 12 PCR, para as proteinas VP7 e VP4.

3.6 Extracao do RNA viral

A partir do sobrenadante da suspensao de fezes em PBS, foi realizado o
procedimento de extracdo do material genético (dsRNA) do rotavirus presente em cada
amostra. Esse procedimento foi inicialmente padronizado com o kit de extragdo manual
QlAamp® Viral RNA Mini (QIAGEN) (Li et al, 2008) e posteriormente padronizado com
a extracdo automatizada através do equipamento QIAsymphony (QIAGEN) utilizando o
kit QIAsymphny® Virus/Bactéria Mini(QIAGEN). As duas padronizacdes obtiveram
resultados satisfatorios e equivalentes, sendo possivel a utilizacdo de qualquer um dos

métodos para esta etapa do projeto.

3.6.1 Extrac&o manual (QIAamp® Viral RNA Mini)

O método de extracdo proposto neste kit baseia-se na ligagdo do RNA a uma
membrana de silica gel, facilitada pela acdo de alguns reagentes com propriedades
quimicas especificas para este fim. A partir disso sao realizadas algumas lavagens

para eliminar as moléculas indesejadas presentes na amostra e por fim utiliza-se um
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reagente que promove o desligamento entre 0 RNA e a membrana, gerando o produto
da extracdo com a presenca do RNA viral. Antes do inicio da extracdo, foi preciso
preparar os reagentes fornecidos pelo kit de acordo com as especificagdes da bula.

Em um microtubo com capacidade para 1,5 mL foram adicionados 140 pL da
amostra (sobrenadante obtido a partir da suspensédo da amostra em PBS) a 560 uL do
Tampado AVL. Essa mistura foi agitada e incubada por 10 minutos a temperatura
ambiente. Apoés isso, foi adicionado 560 pL de Etanol (96 a 100%), a mistura foi
homogeneizada e centrifugada rapidamente para evitar perda da mistura na tampa do
microtubo. Depois deste procedimento, foi aplicado 630 pL desta mistura na coluna
onde a membrana esta presente e centrifugado a 8000 rpm por 1 minuto, para que a
mistura passe através da membrana e somente as moléculas de RNA fiquem “presas”
a ela. Ap6s a centrifugacdo, a mistura que passou pela membrana foi desprezada e
repetiram-se o0s Ultimos passos até que toda a amostra tenha sido filtrada na
membrana. Depois disso, foi adicionado 500 pL do tampao AW1 a coluna, centrifugado
a 8000 rpm por 1 minuto e novamente desprezado o liquido filtrado. A seguir, foi
adicionado 500 pL do tampao AW2, centrifugado a 14000 rpm por 3 minutos,
desprezado o liquido filtrado e centrifugado mais uma vez na mesma velocidade por 1
minuto, para garantir que todo o tampao AW2 tenha sido filtrado e desprezado. Apds
desprezo do liquido filtrado nesta dltima centrifugacao, foram adicionados, na coluna,
60 pL do tampé&o AVE, contendo “carrier” RNA. Incubou-se por 1 minuto a temperatura
ambiente e, por fim, foi centrifugado por 1 minuto a 8000 rpm. O liquido obtido através
dessa ultima centrifugacdo corresponde ao produto final da extracdo com a presenca
do RNA e foi armazenado a temperatura de -70 °C até o momento de sua utilizacdo na
reacao de PCR.

3.6.2 Extrac&o automatizada (QIAsymphny® Virus/Bactéria Mini)

O método de extragdo proposto neste kit baseia-se na ligacdo do RNA viral a
particulas magnéticas, facilitada pela acéo de reagentes especificos para este fim. Este
procedimento ocorre atraves de 4 passos distintos:

e Lise da amostra para “exposi¢cédo” do material genético;

e Ligacdo do RNA viral as particulas magnéticas;
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e Lavagens para eliminar moléculas indesejadas presentes nas particulas

magnéticas;

e Eluicdo do RNA viral através de um reagente especifico (AVE) que promove

o desligamento entre as moléculas de RNA e as particulas magnéticas.

Antes de iniciar a extracao, foi preciso preparar alguns reagentes fornecidos pelo
kit de acordo com as especificacbes da bula e homogeneizar bem o frasco com as
particulas magnéticas. Para isso, o frasco foi retirado do cartucho de reagentes,
homogeneizado e recolocado novamente no cartucho. Depois de ligar o equipamento
QIAsymphny, foi preciso abastecé-lo com os materiais consumiveis e o cartucho dos
reagentes. Com as amostras, a temperatura ambiente, carregadas no equipamento, foi
selecionado o protocolo do ensaio (Cellfree complex 200 DSP default IC), pressionado
o botdo “Run” e aguardado até o término da extracdo, que para cada 24 amostras
demora aproximadamente uma hora e vinte minutos. Ao término do procedimento, a
amostra de RNA viral extraida, num volume final de 60 uL, foi retirada do equipamento
e armazenada a temperatura de 70°C negativos até 0 momento de sua utilizacdo na

reacao de PCR.

3.7 Realizacéo da 12 PCR (RT-PCR)

O procedimento de RT-PCR foi realizado a partir da amostra de dsRNA extraido
da suspensdo fecal e tem como objetivo a formacdo e amplificacdo de cDNA

correspondente aos genes das proteinas VP7 e VP4 do rotavirus extraido (Figura 5).

3.7.1 Primers utilizados

Para realizagdo da RT-PCR, foram utilizados primers especificos e
complementares aos genes que codificam as proteinas VP7 e VP4, de modo que o0s
dois genes em questao fossem amplificados completamente (Quadro 2).

Esses primers foram adquiridos na forma liofilizada e ressuspendidos em agua
ultra pura livre de RNAse e DNAse (Invitrogen), obtendo uma solugéo estoque na
concentracdo de 100 uM para cada primer. A partir dessas solucdes, foi preparado um
pool de primers correspondente a VP7 (BEG/END) e outro correspondente a VP4

(CON3/CON2), onde cada primer se apresenta na concentracdo de 20 pM.
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Figura 5: Esquematiza¢cdo da formacao e amplificacdo do cDNA ocorridas na reacdo de 1° PCR a partir
do RNA extraido.

Quadro 2: Primers, correspondentes a VP7 e VP4, utilizados na 12 PCR (RT-PCR)

Primer Sequéncia (5' - 3') Posicéo Cepa | Polaridade ng;?:ggtgo Referéncia
vP7 BEG pGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTG( 1-28 Wa PLUS 1062 bp Gouvea et al, 1990
END [GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG| 1062 - 1036 | SAll MINUS Gouvea et al, 1990
VP4 CON3 TGGCTTCGCCATTTTATAGACA 11-32 KU PLUS 876 bp Gentsch et al, 1992
CON2 ATTTCGGACCATTTATAACC 887-868 KU MINUS Gentsch et al, 1992

3.7.2 12PCR (VP7 e VP4)

As reacfes da 12 PCR para a proteina VP7 (gene 9) foram realizadas em um
microtubo diferente das reacGes correspondente a proteina VP4 (gene 4). Com
excecdo do pool de primers que sao especificos ao gene de cada proteina, 0s
reagentes utilizados e as condi¢cbes da reacdo foram iguais para a RT-PCR para as
duas regides génicas. Em um microtubo com capacidade para 200 pL, foram
misturados 3 puL de Dimetilsufoxido (DMSQO) a 5 pL do dsRNA extraido. Essa mistura
foi aquecida a 93°C por 3 minutos e imediatamente resfriada em banho de gelo por no
minimo 5 minutos. Apés o tempo de resfriamento, foram adicionados 42 pL da seguinte
mistura: 14,2 yL de agua destilada ultra pura livre de DNAse e RNAse (Invitrogen), 16
puL da mistura de dioxinucleotideos trifosfato (contendo dATP, dGTP, dCTP e dTTP,
todos na concentragao de 1,25 mM), 5 pL do tampé&o de reacdo 10 vezes concentrado
(contendo 200 mM de Tris-HCl em pH 8,4 e 500 mM de KCI| — Tampéao presente no kit
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da enzima Taq DNA Polimerase Platinum), 5 pL da solucdo de Cloreto de Magnésio
(50 mM — Solucéo presente no kit da enzima Tag DNA Polimerase Platinum), 1 pL do
pool de primers (contendo 20 uM de cada primer) para VP7 ou para VP4, 0,4 uL da
enzima Taq DNA polimerase Platinum (Invitrogen) e 0,4 pL da enzima Transcriptase
Reversa (Superscript Il — Invitrogen) (Quadro 3). AplOs isso, 0S microtubos
correspondentes as reacfes para as regides génicas VP7 e VP4 foram colocados no
termociclador (Veriti® 384-well Thermal Cycler — Applied Biosystems®) com a seguinte
programacao: 42°C por 60 minutos (procedimento de transcricdo reversa para
formacdo de cDNA), 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 42°C por 2 minutos e 72°C por 1
minuto (para amplificacdo do cDNA formado na etapa anterior) e por fim 72°C por 5
minutos (para promover extenséo das fitas de cDNA formadas) (Quadro 4). Para todas
as reacOes da 12 PCR realizadas, foram utilizados controles negativo (agua destilada

ultra pura) e positivo (amostra de rotavirus previamente genotipada).

Quadro 3: Quantidade de reagentes utilizados na reagédo do 1° PCR para as proteinas VP7 e VP4.

Ne H,0 ultra mix Tampdo 10x (Taq MeCl Pool Primers | Taq DNA | Transcriptase
Amostra pura dNTPs | DNA polimerase) g+ (20mMm) Polimerase reversa
1 14,2 pL 16 pL 5uL 5uL 1ul 0,4 uL 0,4 uL

Quadro 4: Programacéo utilizada no termociclador para a reacdo do 1° PCR para VP7 e VP4,

94°C - 1 minuto

42°C - 60 minutos 35 ciclos 42°C - 2 minutos 72°C - 5 minutos

72° - 1 minuto

3.8 Realizacéo da 22 PCR (Semi-nested)

A PCR Semi-nested foi realizado a partir do produto da RT-PCR (cDNA formado)
e tem como objetivo a formacdo e amplificacdo da porcdo do DNA correspondente
somente ao(s) gendtipo(s) das proteinas VP7 e VP4 presentes nas amostras

estudadas (Figura 6).
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Regides Variaveis

Primer cDNA

cDMA - Gendtipo Y

cDMA - Gendtipo £

cDMA - Gendtipo W

Figura 6: Esquematizacdo da formacdo do cDNA, referente ao genoétipo de rotavirus presente na
amostra, ocorrida na reacdo de 2° PCR a partir do cDNA formado no 1° PCR.

3.8.1 Primers utilizados

Para realizacdo da PCR Semi-nested, foram utilizados primers especificos para
diferentes gendétipos das proteinas VP7 e VP4, de modo que ocorra a formacao e
amplificacdo da(s) fita(s) de DNA correspondente(s) somente ao(s) genotipo(s) do
rotavirus presente(s) nas amostras analisadas (Quadro 5).

Esses primers foram adquiridos na forma liofilizada e ressuspendidos em agua
ultra pura livre de RNAse e DNAse (Invitrogen), obtendo uma solugcdo estoque na
concentracdo de 100 uM para cada primer. A partir dessas solu¢ées, foi preparado um
pool de primers correspondente & VP7 (9CON1 / 9T1-1/9T1-2 / 9T-3P / 9T-4 / FT5/
9T-9B), com cada primer na concentracdo de 10mM e outro pool correspondente a VP4
(CON3/2T-1/3T-1/1T-1/4T-1), com cada primer na concentracéo de 20 pM.

3.8.2 22 PCR para proteina VP7

Em um microtubo com capacidade para 200 pL, foi misturado 1 pL do produto
obtido na reacédo da 12 PCR, correspondente ao gene da proteina VP7, a 24 uL da
seguinte mistura: 9,8uL de agua destilada ultra pura livre de DNAse e RNAse
(Invitrogen), 8uL da mistura de dioxinucleotideos trifosfato (contendo dATP, dGTP,
dCTP e dTTP, todos na concentracdo de 1,25 mM), 2,5uL do tampéo de reacédo 10
vezes concentrado (contendo 200 mM de Tris-HCI em pH 8,4 e 500 mM de KCI —
Tampao presente no kit da enzima Taq DNA Polimerase Platinum), 2,5 pL da solucéo



54

Materiais e Métodos

de Cloreto de Magnésio (50 mM — Solucdo presente no kit da enzima Taq DNA
Polimerase Platinum), 1 pL do pool de primers especificos a 22 PCR para VP7
(contendo 10 pM de cada primer) e 0,2uL da enzima Tag DNA polimerase Platinum
(Invitrogen) (Quadro 6). Apds isso, os microtubos foram colocados no termociclador
(Veriti® 384-well Thermal Cycler — Applied Biosystems®) com a seguinte programagao:
25 ciclos de 94°C por 1 minuto, 50°C por 2 minutos e 72°C por 1 minuto (para promover
a formacdo e amplificagdo de fitas de DNA somente da regido correspondente ao
genadtipo VP7 presente em cada amostra, de acordo com os primers escolhidos) e por
fim 72°C por 5 minutos (para promover extensao das fitas de DNA formadas) (Quadro
8). Para todas as reacfes da 22 PCR para VP7, foram utilizados controles negativo
(agua destilada ultra pura) e positivo (amostra de rotavirus genotipada), processados

previamente na 12 PCR para VP7.

Quadro 5: Primers, correspondentes as proteinas VP7 e VP4, utilizados na 22 PCR (Semi-nested)

Primer Sequéncia (5' - 3" Posicdo | Cepa | Polaridade ngﬁz,?tgo Genétipo Referéncia
9CON1| TAGCTCCTTTTAATGTATGG 37 -56 WA PLUS - - Das et al, 1994
9T1-1 TCTTGTCAAAGCAAATAATG ([195-176] WA MINUS 158 bp Gl Das et al, 1994
9T1-2 | GTTAGAAATGATTCTCCACT (281 -262 S2 MINUS 244 bp G2 Das et al, 1994
VP7| 9T-3P GTCCAGTTGCAGTGTTAGC 503 - 484 107E1B| MINUS 466 bp G3 Das et al, 1994
9T-4 GGGTCGATGGAAAATTCT 440 - 423| ST3 MINUS 403 bp G4 Das et al, 1994
FT5 CATGTACTCGTTGTTACGTC |[760-779| OSU MINUS 723 bp G5 Gouvea et al, 1994
9T-9B TATAAAGTCCATTGCAC 147 - 131| 116E MINUS 110 bp G9 Das et al, 1994
CON3 | TGGCTTCGCCATTTTATAGACA | 11-32 KU PLUS - - Gentsch et al, 1992
2T-1 CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC (484 -474|1 RV5 MINUS 483 bp P[4] Gentsch et al, 1992
VP4| 3T-1 TGTTGATTAGTTGGATTCAA |278-259| 1076 MINUS 267 bp P[6] Gentsch et al, 1992
1T-1 TCTACTTGGATAACGTGC 356 - 339 KU MINUS 345 bp P[8] Gentsch et al, 1992
4T-1 TGAGACATGCAATTGGAC 402 - 385 K8 MINUS 391 bp P[9] Gentsch et al, 1992

Quadro 6: Quantidade de reagentes utilizados na reagéo do 2° PCR para a proteina VP7.

Ne H,O ultra| mix | Tamp3o 10x (Taq MeCl Pool Primers Tag DNA
Amostra pura dNTPs [ DNA polimerase) g+ (10 mMm) Polimerase
1 9,8uL | 8pL 2,5 L 2,5 uL 1pul 0,2 pL

3.8.3 22 PCR para proteina VP4

Em um microtubo com capacidade para 200 pL, foi misturado 1 pL do produto

obtido na reacédo da 12 PCR, correspondente ao gene da proteina VP4, a 24 uL da
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seguinte mistura: 10,3 puL de agua destilada ultra pura livre de DNAse e RNAse
(Invitrogen), 8 uL da mistura de dioxinucleotideos trifosfato (contendo dATP, dGTP,
dCTP e dTTP, todos na concentragédo de 1,25 mM), 2,5 pL do tampéo de reagéo 10
vezes concentrado (contendo 200 mM de Tris-HCI em pH 8,4 e 500 mM de KCI —
Tampao presente no kit da enzima Taq DNA Polimerase Platinum), 2,5 pL da solucéo
de Cloreto de Magnésio (50 mM — Solucdo presente no kit da enzima Taq DNA
Polimerase Platinum), 0,5 yuL do pool de primers especificos a 22 PCR para VP4
(contendo 20 uM de cada primer) e 0,2 pL da enzima Tag DNA polimerase Platinum
(Invitrogen) (Quadro 7). ApOs isso, os microtubos foram colocados no termociclador
(Veriti® 384-well Thermal Cycler — Applied Biosystems®) com a seguinte programagao:
25 ciclos de 94°C por 1 minuto, 50°C por 2 minutos e 72°C por 1 minuto (para promover
a formacdo e amplificagédo de fitas de DNA somente da regido correspondente ao
gendtipo VP4 presente em cada amostra, de acordo com os primers escolhidos) e por
fim 72°C por 5 minutos (para promover extensao das fitas de DNA formadas) (Quadro
8). Para todas as reagOes da 22 PCR para VP4, foram utilizados controles negativo
(agua destilada ultra pura) e positivo (amostra de rotavirus genotipada), processados

previamente na 12 PCR para VP4.

Quadro 7: Quantidade de reagentes utilizados na rea¢é@o do 2° PCR para a proteina VP4.

Ne H,0 ultra mix Tampado 10x (Taq MgCl Pool Primers Taqg DNA
Amostra pura dNTPs DNA polimerase) 2 (20mM) Polimerase
1 103puL | 8pL 2,5 ul 2,5 ulL 0,5 pulL 0,2 uL

Quadro 8: Programacéo utilizada no termociclador para a reacdo do 2° PCR para VP7 e VP4.

94°C - 1 minuto
25 ciclos 50°C - 2 minutos 72°C - 5 minutos

72° - 1 minuto

3.9 Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose foi realizada com o intuito de verificar o
resultado obtido apds as reacdes de PCR e genotipar a cepa do rotavirus presente em
cada amostra. Este procedimento, realizado com o produto obtido das reacdes da 12

PCR (RT-PCR) para VP7 e VP4, teve a finalidade de constatar a amplificacdo do



56

Materiais e Métodos

material genético correspondente ao gene de VP7 e VP4, enquanto que a eletroforese
realizada com o produto da reacdo da 22 PCR (Semi-nested) teve a finalidade de
identificar o gendtipo de VP7 e VP4 presente em cada amostra. A constatacdo da
amplificacdo dos genes estudados e a identificacdo do gendtipo correspondente foram
realizadas a partir da verificacdo do tamanho de cada sequéncia de DNA obtido,
utiizando como base as bandas com tamanhos previamente definidos do peso
molecular.

Para preparacdo do gel de agarose (1,2%), foram misturadosl,2 g de agarose
(Sigma)a cada 100 mL da solucédo tampéao(Tampao Tris base 40 mmol/L, &cido acético
glacial 20 mmol/L e EDTA sodico 2 mmol/L; em pH 8). Apés solubilizacdo da agarose
através de aguecimento e agitacdo, foram adicionados 6 pyL de GelRed™ concentrado
(Biotium). Depois de pronta, a mistura foi colocada em um molde para montagem do
gel com a utilizacdo de um pente com 15 depressdes colocado na parte superior do
molde, para formar os pocos de aplicacao das amostras.

ApGs polimerizagdo da agarose (1,2%), foi retirado o pente e o gel foi colocado
em uma cuba de eletroforese, sendo imerso na solugcéo tampéao (Tampéao Tris base 40
mmol/L, acido acético glacial 20 mmol/L e EDTA soédico 2 mmol/L; em pH 8). Aos 15
pocos formados no gel, trés foram utilizados para o peso molecular (dois nas
extremidades do gel e um no meio), com adicdo de 3 pL em cada poco, e 12 foram
utilizados para as amostras provenientes das reacdes de PCR, aplicando em cada
poco 10 pL de seguinte mistura: 7 uL de amostra com 3 pL do corante blue juice (ficoll,
SDS, azul de bromofenol, xylene cyanol e EDTA sodico 0,1 mol/L; em pH 8). Apés
aplicacdo das amostras, a cuba foi fechada e o gel foi submetido a tenséo elétrica de
aproximadamente 100 V por uma a duas horas, dependendo da migracdo das
amostras através do gel.

Na eletroforese, foram utilizados dois pesos moleculares diferentes. O peso
molecular de 1 Kb plus DNA ladder (Invitrogen) foi utilizado para a eletroforese das
amostras provenientes da 12 PCR para VP7 e VP4, pois sua migragéo atraves do gel
gera bandas com tamanhos conhecidos que variam entre si pela presenca de 100 pb
(Figura 7B). Esse padrao de bandas gera dados suficientes para diferenciacdo das
bandas provenientes da 12 PCR, porém nao € suficiente para diferenciar os resultados
obtidos com a eletroforese das amostras provenientes da 22 PCR. Por isso, foi utilizado

o0 peso molecular 50 pb DNA ladder (Invitrogen) na eletroforese das amostras
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provenientes da 22 PCR para VP7 e VP4, pois sua migracdo através do gel gera
bandas com tamanhos conhecidos que variam entre si pela presenca de 50 pb e com
isso se torna um G6timo padrdo para a diferenciacdo e consequente genotipagem das
bandas resultantes da 22 PCR (Figura 7A).
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Figura 7: Exemplo da migracdo de bandas ao longo do gel de agarose para 0s pesos moleculares 50 pb
DNA ladder (A) e 1 Kb plus DNA ladder (B) apés a eletroforese

Depois de realizada a eletroforese, o gel foi exposto a luz ultravioleta em um
fotodocumentador (L-Pix Chemi - Loccus Biotecnologia) para visualizacdo das bandas
obtidas e registro fotografico. A partir desse registro, foi realizada andlise dos
resultados das reacdes de PCR (RT-PCR e Semi-nested)de ambas as proteinas do
capsideo externo, com base nas bandas geradas pela eletroforese dos pesos
moleculares utilizados.

A reacdo de RT-PCR para as proteinas VP7 e VP4, como ja citado
anteriormente, tem por objetivo a amplificagdo do gene correspondente a cada uma
dessas proteinas. Com isso, o resultado positivo para estas reacfes seria a presenca
de uma banda com tamanho de 1062 pb para VP7 e 876 pb para VP4. A partir do
registro fotografico da eletroforese, foi possivel analisar as bandas obtidas,
comparando-as ao peso molecular, para verificacdo da presenca ou ndao das bandas
com tamanhos respectivos aos de interesse (1062 pb e 876 pb).

A reacdo de PCR Semi-nested para as proteinas VP7 e VP4, como ja citado
anteriormente, tem por objetivo a amplificacdo de uma porcéo especifica dos genes

dessas proteinas, que corresponde ao genotipo presente na amostra estudada. A partir
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do registro fotografico da eletroforese, foi possivel analisar as bandas obtidas,
comparando-as ao peso molecular, para definir o tamanho de cada um delas. Com
isso, foi possivel estabelecer o genotipo da amostra de acordo com o tamanho da
banda encontrada (Quadro 9).

Quadro 9: Tamanho do segmento de DNA formado na 22 PCR (Semi-nested) correspondente a cada
genotipo de VP7 e VP4

Tamanho do segmento de
DNA formado
G1 158 bp
G2 244 bp
G3 466 bp
VP7
G4 403 bp
G5 723 bp
G9 110 bp
P[4] 483 bp
P[6 267 b
VP4 [6] P
P[8] 345 bp
P[9] 391 bp

3.10 Testes confirmatoérios

Depois de analisar os resultados obtidos com a genotipagem de VP7 e VP4,
algumas amostras nao puderam ter seu genotipo claramente definido ou apresentaram
resultado negativo. Para essas amostras foram realizados alguns testes confirmatorios,

conforme descrito abaixo.

3.10.1 Amostras com genotipagem negativa para VP7 e/ou VP4

Todas as amostras que apresentaram resultado negativo nas reacfes de PCR
para VP7 e/lou VP4 foram confirmadas através de novas reac¢fes de PCR utilizando
mais ou menos volume de amostra (10 puL ou 3uL de dsRNA) na 12 PCR, com o
objetivo de avaliar se a negatividade se deu por pouca quantidade de RNA viral ou por
excesso do mesmo. A partir do produto desta 12 PCR com mais ou menos amostra, foi
realizada a 22 PCR nas condi¢bes descritas anteriormente e com o0 produto desta
reacao foi realizada a eletroforese em gel de agarose, para definir o gendtipo de

rotavirus presente naquelas amostras (Figura 8 e 9).
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Para realizacdo da 12 PCR para VP7 e VP4 com maior ou menor volume de
amostra (10 pL ou 3 uL dsRNA), a reacao deve ser realizada da mesma forma que a 12
PCR j& descrito anteriormente, com excecdo do volume de agua destilada ultra pura
que é adicionado a mistura de reagentes. Neste caso, a quantidade de agua destilada
ultra pura a ser adicionada € de 9,2 uL e 16,2 L, para as rea¢cdes com mais ou menos
amostra, respectivamente.

Como observado neste estudo, a PCR para VP7 se mostrou mais sensivel do
que a PCR para VP4. Com isso, as amostras que continuaram negativas apos as
reacoes confirmatorias de VP7 com 10 pL e 3uL de dsRNA nao foram testadas nestas

condicBes para VP4 (Figura 8).

VP7 Neg
VP4 Neg

1°PCR VP7 (10 uL)

+
2° PCR VP7

|

| |

Pos Neg
1° PCR VP4 (10 pL) 1° PCR VPT7 (3 pL)
+ +
2° PCR VP4 2° PCR VP7
Pos Neg Neg Pos

Figura 8: Fluxograma para confirmacdo de amostras que apresentaram resultado negativo na

genotipagem de VP7 e VP4

1° PCR VP4 (3 uL)

1°PCR VP4 (3 uL)

+ +
2° PCR VP4 2°PCR VP4
Pos Pos
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A VPT Neg B VP7 Pos
VP4 Pos VP4 Neg
1 PCR VP7 (10 pL) 1° PCR VP4 (10 pL)
+ +
2° PCR VP7 2°PCR VP4
Pos Neg Pos Neg
1° PCR VP7 (3 pL) 1° PCR VP4 (3 pL)
+ +
2° PCR VP7 2°PCR VP4
| Neg — Neg
L] Pos 1 Pos

Figura 9: A) Fluxograma para confirmacdo de amostras que apresentaram resultado negativo na
genotipagem de VP7 e resultado positivo ha genotipagem de VP4. B) Fluxograma para confirmagéo de
amostras que apresentaram resultado positivo na genotipagem de VP7 e resultado negativo na

genotipagem de VP4

3.10.2 Teste para diferenciacdo entre genétipos P[8] e P[9]

Durante a andlise dos resultados das reacfes de genotipagem através da
eletroforese em gel de agarose, algumas amostras ndo puderam ter sua banda positiva
para VP4 claramente definida como sendo gendtipo P[8] ou P[9], pois o tamanho
correspondente a esses genotipos sdo muito parecidos e nado foi possivel distingui-los
na eletroforese. A banda correspondente ao genétipo P[8] apresenta fragmento de
DNA com tamanho de 345 pb, enquanto que a banda do gendtipo P[9] apresenta
tamanho de 391 pb. Neste contexto, duas novas reacgdes de genotipagem para VP4
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foram realizadas para cada uma dessas amostras e posteriormente analisadas através
da eletroforese em gel de agarose. Essas duas reacdes de genotipagem,
compreendendo, em cada uma delas, a 12 e 22 PCR para VP4, foram realizadas nas
mesmas condi¢cdes descritas anteriormente, com excecdo da composicdo do pool de
primers. Para uma das reacdes o pool de primers foi substituido por um pool de primers
correspondente somente ao genadtipo P[8] e, para a outra reacéo, foi substituido por um
pool de primers correspondente somente ao gendtipo P[9]. Dessa forma, o
aparecimento de banda na altura de 300 a 400 pb na eletroforese da 22 PCR, indica
presenca do gendtipo P[8] na reacdo em que utilizou primers para P[8] e a presenca do
gendtipo P[9] na reacdo em que adicionamos primers correspondentes a P[9]. Com

isso foi possivel confirmar o genétipo de VP4 presente na amostra.

3.10.3 Teste para diferenciacao entre genotipos G1 e G9

Durante a analise dos resultados das reacdes de genotipagem através da
eletroforese em gel de agarose, algumas amostras ndo puderam ter sua banda positiva
para VP7 claramente definida como sendo genétipo G1 ou G9, pois o tamanho
correspondente a esses gendtipos sdo muito parecidos e nao foi possivel distingui-los
na eletroforese. A banda correspondente ao genétipo G1 apresenta fragmento de DNA
com tamanho de 158 pb, enquanto que a banda do genétipo G9 apresenta tamanho de
110 pb. Neste contexto, duas novas reacbes de genotipagem para VP7 foram
realizadas para cada uma dessas amostras e, posteriormente, analisadas através da
eletroforese em gel de agarose. Essas duas reacdes de genotipagem, compreendendo,
em cada uma delas, a 12 e 22 PCR para VP7, foram realizadas nas mesmas condicfes
descritas anteriormente, com excec¢do da composi¢do do pool de primers. Para uma
das reacdes, o0 pool de primers foi substituido por um pool de primers correspondente
somente ao genotipo G1 e para a outra reacéo foi substituido por um pool de primers
correspondente somente ao gendétipo G9. Dessa forma, o aparecimento de banda na
altura de 100 a 200 pb na eletroforese da 22 PCR, indica presenca do genotipo G1 na
reacdo em que utilizou primers para G1 e a presenca do gendtipo G9 na reagdo em
que adicionamos primers correspondentes a G9. Com isso foi possivel confirmar o

gendtipo de VP7 presente na amostra.
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3.10.4 Diluicdo 1/100

Algumas amostras apresentaram resultado positivo na reacdo da 12 PCR para
VP7 e VP4 (confirmando presenca do rotavirus) e resultado negativo na 22 PCR para
VP7 elou VP4, ndo sendo possivel identificar o genétipo VP7 e/ou VP4 do virus. Com
isso foi realizado teste confirmatorio da 22 PCR utilizando o produto da reacdo da 12
PCR diluido 100 vezes (1/100). Este teste foi realizado com o intuito de solucionar o

problema do excesso de cDNA na amostra para a reacao da 22 PCR.
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4.1 Padronizacéo das reacbes de PCR (RT-PCR e Semi nested)

As reacdes de PCR utilizadas neste estudo ja estdo bem consolidadas na
literatura. Com isso, a partir da utilizacdo de amostras padrdo dos genotipos G1, G2,
G3, G4, G5 e G9, correspondente a VP7 e P[4], P[6] e P[8] correspondentes a VP4, foi
possivel reproduzir e evidenciar a amplificacdo dos genes relacionados a estes
genaotipos do rotavirus. Dessa maneira, as reacdes foram padronizadas para posterior
utilizacdo com o intuito de identificar o gendtipo presente. As figuras 10 e 11
representam o resultado final das reacdes de RT-PCR e PCR Semi nested (Gouvea et
al, 1990; Gentsch et al, 1992; Espinola et al, 2008).

1 2.3 4 56 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose dos produtos obtidos com a RT-PCR para VP7 e VPA4.
Canaletas (1, 9 e 17) — Peso molecular 1 Kb / Canaletas (2 a 6) — VP7 / Canaletas (10 a 14 e 18) — VP4 /
Canaletas (7 e 15) — controle negativo (H20) usado na RT-PCR de VP7 e VP4, respectivamente /

Canaletas (8 e 16) — controle positivo usado na RT-PCR de VP7 e VP4, respectivamente

4.2 Caracterizacdo demografica

No decorrer do ano de 2009, foram recebidas, para realizacao deste estudo, 223
amostras de fezes com resultado positivo para rotavirus. Essas amostras vieram de
duas regibes brasileiras diferentes (Sudeste e Nordeste) e a positividade foi definida
através da metodologia de imunocromatografia, realizadas na rotina dos laboratérios de
origem. Apoés realizacdo das reacdes de PCR, 48 amostras ndo confirmaram a
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presenca do rotavirus pela PCR, enquanto que 175 confirmaram e foram genotipadas
de acordo com as sequéncias do genoma correspondente as proteinas VP7 e VP4. Em
relacdo a idade desses pacientes, observou-se que a média etéria foi de 6,15 anos e a
mediana foi de 1 ano. A analise dos dados demogréficos (sexo e idade), do periodo do
ano de coleta e da regido de origem dessas 48 amostras nas quais ndo se confirmou a
presenca de rotavirus por PCR, demonstrou ndo haver diferenca significante em
relagdo aquelas nas quais se confirmou a presenca do RNA viral (Tabela 1, Quadro 10,
Figura 12 e 13).

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1
—

Figura 11: Eletroforese em gel de agarose dos produtos obtidos com a PCR Semi-nested para VP7 e
VP4. Canaletas (1, 10 e 19) — Peso molecular 50 pb / Canaletas (2 a 7) — VP7 / Canaletas (11 a 16) —
VP4. Canaletas (8 e 17) — controle negativo (H,O) usado na PCR Semi-nested de VP7 e VP4,
respectivamente. Canaletas (9 e 18) — controle positivo usado na PCR Semi-nested de VP7 e VP4,

respectivamente

Tabela 1: Classificacdo das amostras que ndo confirmaram presenca de rotavirus na reacao de PCR de

acordo com a faixa etaria dos pacientes

Faixa Etaria N° de Amostras
0 -2 anos
3 -4 anos
5-10 anos
11 - 20 anos
21 - 30 anos
31 - 40 anos
41 - 50 anos
Acima de 50 anos
Sem informacao
TOTAL
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Quadro 10: Classificacdo das amostras que ndo confirmaram presenca de rotavirus na reacdo de PCR

de acordo com a regido brasileira de origem

Local N° de Amostras
Regido Nordeste 27
Regido Sudeste 21

m Masculino
® Feminino

= Sem informacao

Figura 12: Classificagdo das amostras que nao confirmaram presenca de rotavirus na reacéo de PCR de

acordo com o sexo dos pacientes

M Presenca de RV confirmada B Presenga de rotavirus ndo confirmada

53
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Figura 13: Classificacdo das amostras que confirmaram e ndo confirmaram a presenca do rotavirus na

reacdo de PCR de acordo com a data da coleta

A partir da definicAo das amostras que confirmaram presenca do rotavirus na
reacdo de PCR, foi realizado levantamento dos dados demograficos de cada amostra.
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Analisando as amostras de acordo como sexo dos pacientes, verificou-se que 50,9%
das amostras eram de mulheres (n= 89/175), 45% de homens (n=79/175) e em 4% das
amostras (n=7/175), ndo foi possivel obter informag¢do do sexo do paciente (Quadro
11).

Quadro 11: Classificacdo das amostras com resultado positivo para rotavirus na reacdo de PCR, de

acordo com o sexo dos pacientes

Sexo N° de Amostras
Feminino 89
Masculino 79

Sem informacao 7

De acordo com a faixa etaria dos pacientes, observou-se que mais da metade
das amostras (59,4%;n=104/175) correspondem a criancas entre 0 e 10 anos de idade
e destes, 48 amostras (27,4%; 48/175) correspondem a faixa etaria de 0 a 2 anos.
Destaca-se também, o percentual de casos positivos para rotavirus na faixa etaria
acima de 50 anos, que correspondeu a 9,1% dos casos (n=16/175). Ainda em relacdo
a idade dos pacientes, observou-se que a média etaria foi de 15,58 anos e a mediana
foi de 6 anos (Tabela 2).

Tabela 2: Classificacdo das amostras com resultado positivo para rotavirus na reacao de PCR, de

acordo com a faixa etaria dos pacientes

Faixa Etaria N° de Amostras %

0 -2 anos 48 27,4

3 -4 anos 25 14,3

5-10 anos 31 17,7
11 - 20 anos 12 6,9

21 - 30 anos 19 10,9
31 - 40 anos 8 4,6
41 - 50 anos 7 4,0
Acima de 50 anos 16 9,1
Sem informacao 9 5,1

TOTAL 175 100,0

Com relacdo ao estado brasileiro de origem das amostras, observou-se que 52,6%
(n=92/175) das amostras foram coletadas na regido Nordeste (PE e BA) e 47,4%
(n=83/175) foram coletadas na regido Sudeste (SP e RJ) (Tabela 3).
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Tabela 3: Classificacdo das amostras com resultado positivo para rotavirus na reacdo de PCR, de
acordo com a regido brasileira de origem

Local N° de Amostras %
Regido Nordeste 92 52,6
Regido Sudeste 83 47,4

TOTAL 175 100,0

4.3 Caracterizacdo sazonal

De acordo com a data de coleta, observou-se que a maioria das amostras com
resultado positivo na reacdo de PCR (58,9%;n=103/175) foi detectada nos meses de
inverno. Na sequencia, temos 14,9% das amostras nos meses do verdo (n=26/175),
13,1% das amostras nos meses de primavera (n=23/175) e 10,9% das amostras nos
meses do outono (nN=19/175). Quatro amostras (2,3%; n= 4/175) ndo puderam ter sua
data de coleta definida (Figura 14).
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Figura 14: Classificacdo das amostras com resultado positivo para rotavirus na reacdo de PCR, de
acordo com a data de coleta

Na regido Sudeste (SP e RJ), pode-se observar casos em praticamente todos os
meses do ano, porém sua maior concentracdo esta nos meses de inverno, com 45,8%

(n=38/83). Nos meses de Janeiro (Verao) e Junho (Outono), também foi registrado um
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aumento de casos positivos para este virus, com 14 (17%; n=14/83) e 11 (13%;

n=11/83) casos, respectivamente (Figura 15).
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Figura 15: Classificagdo das amostras, provenientes da regido Sudeste, com resultado positivo para

rotavirus na reacédo de PCR, de acordo com a data de coleta

Na regido Nordeste (PE e BA), 70,6% (n=65/92) dos casos estédo relacionados
com amostras colhidas nos meses de inverno (Julho a Setembro), 18,5% (n=17/92)
ocorreram nos meses da primavera (Outubro e Novembro) e o restante ficou disperso

nos outros meses do ano (Figura 16).
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Figura 16: Classificacdo das amostras, provenientes da regido Nordeste, com resultado positivo para

rotavirus na reacdo de PCR, de acordo com a data de coleta
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4.4 Caracterizacdo vacinal

De acordo com o questionamento dirigido aos pacientes, com idade entre 0 e 4
anos, a respeito da vacinacao contra o rotavirus, observou-se que 15,1% das amostras
corresponderam a pacientes que tomaram a vacina, 9,6% das amostras referem-se a
pacientes que nao tomaram a vacina e 75,3% correspondem a pacientes que nao

souberam informar, ou seja, poderiam ter tomado ou ndo a vacina (Tabela 4).

Tabela 4: Classificagdo das amostras de pacientes entre 0 e 4 anos com resultado positivo para rotavirus

na reacdo de PCR, de acordo com a informacao sobre a vacinagao contra o rotavirus

Informacdo sobre vacina %
Vacinado 15,1

Nao Vacinado 9,6
Nao soube Informar 75,3
TOTAL 100,0

Considerando a informacdo sobre a vacina contra rotavirus, em pacientes com
idade entre O e 4 anos, para cada regiao brasileira estudada, pode-se observar que a
porcentagem de vacinados e ndo vacinados foi maior na regido Nordeste (BA e PE),
com 26,7% e 23,3%, respectivamente. Na regido Sudeste (SP e RJ) o percentual de
vacinados ficou em 7,0% e ndo houve nenhum paciente ndo vacinado. Com relacéo
aos individuos que ndo souberam informar se foram ou ndo vacinados, o percentual foi

de 93,0% na regido Sudeste e 50,0% na regido Nordeste (Tabela 5).

Tabela 5: Classificagdo das amostras de pacientes entre 0 e 4 anos com resultado positivo para rotavirus
na reagdo de PCR, de acordo com a informacao sobre a vacinagao contra o rotavirus para cada regiao

brasileira estudada

Informacéao sobre vacina Sudeste (%) Nordeste (%)
Vacinado 7,0 26,7
N&o Vacinado 0,0 23,3
N&o soube Informar 93,0 50,0
TOTAL 100,0 100,0

4.5 Caracterizacdo genotipica

A analise dos resultados da genotipagem do gene correspondente a proteina

VP7 revelou que, no periodo e nos locais estudados, foi possivel identificar a presenca
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dos gendtipos G1, G2, G3, G4, G5 e G9. Em 6 casos, a presenca do rotavirus foi
confirmada pela genotipagem positiva da proteina VP4, porém nédo foi possivel
identificar o gendtipo correspondente a VP7. O genotipo que mais foi encontrado nessa
populacdo, no periodo estudado, foi G2 com 88,0% (n=154/175), seguido por G1 com
4,6% (n=8/175) (Quadro 12). Com relacdo aos resultados da genotipagem para VP4,
observou-se a presenca dos genotipos P[4], P[6], P[8] E P[9]. Em 26 amostras, a
positividade para rotavirus foi confirmada pela genotipagem da proteina VP7, porém
ndo foi possivel identificar o gendtipo correspondente a VP4. O gendtipo de VP4 que
mais foi encontrado nessas amostras foi P[4] com 72,0% (n=126/175), seguido por P[6]
com 10,3% (n=18/175) (Quadro 13).

Quadro 12: Classificacdo das amostras que confirmaram presenca de rotavirus, de acordo com o

genotipo correspondente a proteina VP7
Genotipos VP7
Gendtipo N2 amostras
G2 154
Gl
Indefinido
G9
G3
G4
G5

Rl |lv]o]|o

Quadro 13: Classificagdo das amostras que confirmaram presenca de rotavirus, de acordo com o

genotipo correspondente a proteina VP4

Genotipos VP4
Gendtipo N2 amostras
P[4] 126
Indefinido 26
P[6] 18
P[8] 9
P[9] 2
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Com relacdo as associacfes entre VP7 e VP4 encontradas, observou-se que
69,1% (n=121/175) correspondem a cepa G2P[4], 14,3% (n=25/175) ao gendtipo G2
com genotipo VP4 indefinido, 6,9% (n=12/175) a cepa G2P[6] e 13,7% (n=24/175) as
outras cepas (G1P[6], G9P[8], P[4] com VP7 indefinido, G1P[8], P[8] com VP7
indefinido, G1 com VP4 indefinido, G1P[4], G3P[9], G4P[6], G5P[8], G9 com VP4
indefinido e P[9] com VP7 indefinido) (Quadro 14).

Quadro 14: Classificacdo das amostras que confirmaram presenca de rotavirus, de acordo com as
associacdes encontradas entre os genétipos de VP7 e VP4

Genotipo N2 amostras
G2P[4] 121
G2P? 25
G2P[6]
G1P[6]
GIP[8]
G?P[4]
G1P[8]
G?P[8]
G1pP?
G1P[4]
G3P[9]
G4P[6]
G5P[8]
GoP?
G?P[9]

[EY
N

RlRr|RrRr|lRr|RrR(N]NM]DD |G

Comparando o resultado da genotipagem das amostras com a regido do pais
proveniente, observou-se que as cepas com maior circulacdo foram iguais para as
regides Nordeste (PE e BA) e Sudeste (SP e RJ). Na regido Nordeste, as cepas de
rotavirus encontradas com maior frequéncia foram: G2P[4] (72,8%; n=67/92), G2 com
VP4 indefinido (13,0%; n=12/92) e G2P[6] (5,4%; n=5/92), enquanto que na regiao
Sudeste, as cepas de maior frequéncia foram: G2P[4] (65,1%; n=54/83), G2 com VP4
indefinido (15,7%; n=13/83), G2P[6] (8,4%; n=7/83) (Quadro 15).
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Quadro 15: Classificacdo das cepas de rotavirus encontradas de acordo com a regido brasileira de

origem
Nordeste Sudeste
Gendtipo N2 amostras N2 amostras
G2P[4] 67 54
G2P? 12 13
G2P[6] 5 7
G1P[6] 5 -
GI9P[8] - 4
G?P[4] 1 3
G1P[8] 2 -
G?P[8] 1 1
G1P? 1 -
G1P[4] 1 -
G4P[6] 1 -
G?P[9] 1 -
G3P[9] - 1
G5P([8] - 1
G9P? - 1

Com relacao a presenca de gendtipos diferentes em um mesmo paciente, pode-
se observar a presenca de: 4 amostras com G2 associado a P[4] e P[6] (nos estados
de PE, SP e BA), 1 amostra com G1 associado a P[4] e P[6] (no estado da BA), 1
amostra comG2 e G9 sem VP4 definido (no estado de SP) e 1 amostra com P[8] e P[9]
sem VP7 definido (no estado da BA).

Para os pacientes, com idade entre O e 4 anos, que foram vacinados contra
rotavirus, pode-se observar que 91,0% das cepas encontradas correspondem ao
gendtipo G2 associado a P[4] ou ao gendtipo VP4 indefinido e 9,0% correspondem ao
gendtipo G1P[4]/P[6]. Para os individuos que ndo foram imunizados contra o rotavirus,
observou-se que 85,7% apresentaram cepas do genétipo G2 associado a P[4] ou ao
genatipo VP4 indefinido e 14,3% correspondem ao gendtipo G4P[6] (Tabela 6).

Tabela 6: Gen6tipos correspondentes aos pacientes com idade entre 0 e 4 anos, que souberam informar

se foram ou ndo vacinados contra rotavirus

Genaotipo N&o Vacinado (%) Vacinado (%)

G1P[4]/P[6] - 9,0
G2P? 14,3 45,5
G2P[4] 71,4 455
G4P[6] 14,3 -

TOTAL 100,0 100,0
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Dentre as amostras recebidas de laboratorios das regifes Sudeste (Sao Paulo e
Rio de Janeiro) e Nordeste (Pernambuco e Bahia), 175 amostras confirmaram a
presenca do rotavirus através da deteccdo do RNA viral pela PCR, enquanto que 48
amostras ndo puderam ter o RNA do rotavirus detectado e genotipado. A analise da
idade dos pacientes que nao confirmaram a presenca do rotavirus através da PCR nao
demonstrou diferenca relevante em relacdo a idade dos pacientes, em que foi possivel
identificar o RNA viral. Para essas 48 amostras, houve representacéo de casos entre
criangas e adultos, sendo a maior concentragao na faixa entre 0 a 2 anos. Este achado
nao representa viés para o estudo, visto que as complicagcbes da infeccdo pelo
rotavirus e consequentemente a importancia do diagnéstico desse quadro sdo de maior
relevancia na populacdo com essa faixa etéria (Tabela 1 e 2). Em relagdo ao sexo
desses 48 pacientes, observou-se boa representacdo de homens e mulheres com
pequena diferenca entre o niumero de casos, sendo estes dados nao conflitantes com
agueles encontrados nos pacientes, nos quais foi possivel detectar o RNA viral através
da PCR (Figura 12 e Quadro 11). Como pode ser observado no quadro 10 e na tabela
3, o perfil da regido brasileira de origem das amostras que nao confirmaram a presenca
do RNA viral foi semelhante ao encontrado para as amostras com confirmacdo de RNA
viral; com isso néo foi possivel associar a regido de origem com a negatividade na
reacdo de PCR para rotavirus. Levando-se em conta o periodo do ano de coleta
dessas 48 amostras, nota-se que o perfil apresentado estd coincidente com o
observado para as amostras que tiveram confirmacdo da presenca de rotavirus na
PCR, portanto o periodo do ano em que as amostras foram coletadas, ndo esta
relacionado a negatividade na deteccdo do RNA viral pela reacdo de PCR (Figura 13).

Todas as amostras utilizadas neste estudo foram colhidas a partir de pacientes
que foram aos laboratorios com solicitacdo médica para pesquisa do rotavirus em
fezes. Com isso, as amostras foram mantidas a temperatura ambiente ou sob
refrigeracéo (4 a 8°C), do momento da coleta até a realiza¢do da pesquisa de rotavirus,
sendo, apos este periodo, mantidas sob refrigeracdo (4 a 8°C) por 3 dias para
eventuais testes confirmatdrios. Apos este periodo, foram encaminhadas, sob pouca
refrigeracdo, para serem utilizadas neste projeto com tempo estimado de transporte de
1 a 2 dias, dependendo da localidade do laboratério de origem. Depois de serem
recebidas, as amostras foram congeladas a -20°C e posteriormente, de acordo com a

disponibilidade no freezer, transferidas para temperatura de -70°C até o momento de
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sua utilizacdo na reacdo de PCR. A pesquisa do rotavirus na rotina dos laboratérios
que enviaram as amostras € realizada através do kit Vikia® Rota-Adeno
(Imunocromatografia), no qual se evidencia a presenca da proteina viral VP6, enquanto
que a genotipagem do rotavirus, neste estudo, foi realizada através da identificacdo e
caracterizacdo da porcdo do RNA viral correspondente as proteinas VP7 e VP4 pela
reacdo de PCR. Com isso, pode-se dizer que a estabilidade da amostra para a
genotipagem é mais critica que a estabilidade da amostra a ser analisada pela
presenca da proteina VP6, visto que as moléculas de RNA sofrem maior degradacéo
em temperaturas superiores a -20°C. Em 2008, Téllez et al observaram que o kit Vikia®
Rota-Adeno (Imunocromatografia) apresentou sensibilidade de 100% e especificidade
de 24,2% frente a reacdo de PCR para a proteina VP7. Através da baixa especificidade
observada na literatura, é possivel inferir que o kit Vikia® Rota-Adeno apresenta
elevado namero de casos falso positivo. Dessa forma, a dificuldade com a estabilidade
da amostra e a baixa especificidade do teste usado em rotina refletiu, neste estudo,
através das 48 amostras que apresentaram resultado positivo na pesquisa da proteina
VP6 (imunocromatografia) e resultado negativo na reacdo de PCR para a identificagéo
do RNA viral. De acordo com a tabela 1, a maioria dos casos que nao confirmaram
presenca do rotavirus na reacdo de PCR sdo de pacientes com idades entre 0 a 4
anos. Para esta faixa etéria, a coleta da amostra de fezes € mais complicada e na
maioria dos casos o volume de amostra é reduzido, agravando com isso a dificuldade
encontrada com a estabilidade do RNA viral para a realizacdo da PCR, visto que a
guantidade reduzida de amostra sera diretamente proporcional a quantidade de RNA
viral. Alem disso, a ndo deteccdo do RNA viral também pode estar relacionada a
presenca, nas fezes, de inibidores da reacédo de PCR.

Como pode ser visto no quadro 11, houve representatividade semelhante entre o
namero de pacientes do sexo masculino e feminino que confirmaram positividade para
rotavirus na reacdo de PCR. Com relacdo a idade desses pacientes, observa-se na
tabela 2 que houve representatividade em todas as faixas etarias. Como esperado, o
maior niamero de casos foi observado em criancas, sendo a faixa etaria com mais
incidéncia entre 0 e 2 anos. Esse dado confirma que a suspeita de infeccdo pelo
rotavirus continua sendo mais frequente nesta parcela da populacdo e ressalta a
importéancia de um programa de vacinacdo eficaz. A ocorréncia da infeccdo na

populacdo adulta esta em grande parte associada a transmissdo do virus através de
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criancas infectadas, sendo assim um programa de vacinacdo eficaz pode apresentar
como efeito indireto a reducdo nos casos de adultos infectados pelo rotavirus (Patel et
al, 2011; Lopman et al, 2012; Anderson et al,2013).

De acordo com a tabela 3, ndo houve diferenca significante entre o numero de
casos de rotavirus genotipados provenientes das regides Nordeste (Bahia e
Pernambuco) e Sudeste (Rio de Janeiro e Sdo Paulo).

Em relacdo a distribuicdo ao longo do ano, 69,7% das amostras genotipadas
pela PCR se concentraram entre as estacbes mais frias e secas do ano, visto que
nestas condicdes o rotavirus apresenta maior chance de sobrevivéncia em superficies
e proporcionalmente maior chance de transmissdo. Neste contexto, a dispersao
observada das infec¢des ao longo do ano demonstra maior semelhanga com o perfil
observado em paises de clima temperado, onde as infec¢cdes sé ocorrem entre 0s
meses mais frios e secos do ano. Pelo observado neste estudo, a infeccdo pelo
rotavirus nessas regides do Brasil parece estar em um momento de transi¢do entre o
perfil observado em paises com clima tropical, onde temos a ocorréncia de casos
dispersos ao longo de todo ano, e o perfil observado nos paises de clima temperado
(Figura 14). Observando a dispersdo ao longo do ano para cada uma das regioes,
pode-se verificar que a regido Nordeste (Bahia e Pernambuco), tipicamente de clima
tropical com médias de temperaturas mais elevadas e com um inverno pouco rigoroso,
apresentou perfil de casos de rotavirus mais centralizados nos meses de inverno,
enquanto que a regido Sudeste (Rio de Janeiro e Sdo Paulo), caracterizada por
temperaturas mais baixas no inverno, apresentou maior dispersdo ao longo do ano
(Figura 15 e 16). Com isso, nota-se que a regido Nordeste demonstrou perfil mais
proximo do observado em paises do clima temperado. Em concordancia com os dados
encontrados, Silva et al (2010) observaram, no estado de Pernambuco entre 2007 e
2008, que a infeccéo pelo rotavirus ocorreu com maior freqiiéncia entre os meses de
maio a setembro (Outono e Inverno).

Dentre a populacdo estudada com presenca do rotavirus através da reacao de
PCR, 41,7% correspondem a pacientes com idade entre 0 e 4 anos (Tabela 2). Os
dados do questionamento a respeito da vacinacéo destes pacientes revelaram que na
maioria dos casos 0 paciente ou seu responsavel ndo soube responder, ou seja,
poderiam ou nao ter tomado a vacina e somente 15,1% dessa populacédo afirmou ter

tomado a vacina Rotarix® (Tabela 4). Comparando estes dados de vacinagao nas duas
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regides estudadas, observa-se que a regido Sudeste (Sdo Paulo e Rio de Janeiro)
apresentou 0 maior numero de casos onde a resposta foi inconclusiva e que a regido
Nordeste (Bahia e Pernambuco) apresentou o maior niumero de casos com imunizacao
confirmada. Nota-se também que na regido Sudeste todos o0s pacientes que souberam
responder ao questionamento (7,0%) foram imunizados, enquanto que na regido
Nordeste, metade da populacdo estudada soube responder ao questionamento e
destes, 26,7% foram imunizados (Tabela 5). Em Pernambuco, entre 2007 e 2008, Silva
et al (2010) observaram que em aproximadamente 15% dos casos de infeccdo pelo
rotavirus o paciente havia sido imunizado. Dados oficiais do ministério da saude
revelam que, no ano de 2009, a cobertura vacinal para os estados de Pernambuco,
Bahia, Rio de Janeiro e Sao Paulo foi, respectivamente, de 88,6%, 78,5%, 80,5% e
89,1% (Ministério da saude - Datasus).

Neste estudo, a genotipagem da proteina VP7 foi realizada através de duas
reacdes de PCR, na qual a primeira utiliza primers responséaveis pela amplificagéo total
do gene e a segunda tem por objetivo somente a amplificacdo da regidao deste gene
correspondente ao(s) gendtipo(s) presente(s) na amostra, sendo para isso utilizado um
pool com primers especificos para os genétipos G1, G2, G3, G4, G5 e G9. Dentre as
175 amostras que confirmaram a presenca de rotavirus na PCR, ndo foi possivel
identificar o genoétipo da proteina VP7 em 6 amostras. Em um destes casos, houve a
amplificacdo do gene na primeira reacdo de PCR, porém ndo houve amplificacdo na
segunda reacdo. Possivelmente, este dado indica que o gendtipo presente nesta
amostra ndo esta entre os genoétipos compreendidos pelo pool de primers escolhido
para este estudo, caracterizando este genétipo como emergente ou de pouca
circulacdo, visto que os gendtipos escolhidos para serem analisados neste estudo séo
agueles que apresentam maior circulacado na populacéo brasileira (Gurgel et al, 2008;
Leite et al, 2008). Nos outros 5 casos, nao foi possivel evidenciar a amplificacdo do
gene correspondente a VP7 na primeira e na segunda reacdo da PCR, sendo a
confirmacédo da presenca do rotavirus nestas amostras somente pela genotipagem do
gene da proteina VP4. Na populacdo estudada, a genotipagem da proteina VP7
revelou que houve circulagédo de todos os gendtipos investigados (G1, G2, G3, G4, G5
e G9), sendo o gendtipo G2 presente em 87,5% das amostras estudadas, seguido por
G1 com 4,5% (Quadro 12). Em escala global, Santos e Hoshino (2005) verificaram que

no periodo entre 1989 e 2004, o gendtipo mais frequente de VP7 foi G1. No Brasil,
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Gurgel et al (2008) constataram que no periodo anterior a adocdo da Rotarix® no
calendario vacinal, entre 1986 e 2006, o gendtipo mais frequente de VP7 foi G1 com
44%, seguido por G9 com 19% e G2 com 17%. Ainda em territorio nacional, Leite et al
(2008) observaram que no periodo entre 1982 e 2005 G1 representava o genoétipo mais
frequente de VP7, representando 43% dos casos, e 0 genétipo G2 correspondia a 9%,
enquanto que entre os anos de 2006 e 2007 (periodo aproximado de 1 ano apés a
utilizacéo da Rotarix®) o genétipo G1 teve sua freqiiéncia reduzida para 3% dos casos,
e 0 gendtipo G2 passou a ser a mais frequente, com 74% dos casos, seguida por G9
com 11%. Observando somente a frequéncia de G2, Leite et al (2008) verificaram que
entre 1982 e 1995 este genotipo foi identificada em 26% dos casos, entre 1996 e 2005
a frequéncia caiu para 2% e entre 2006 e 2007 foi para 74%. De acordo com o
observado na literatura, o perfil dos gendtipos de VP7 circulantes neste estudo esta
semelhante ao observado no periodo posterior & vacinagéo com Rotarix®.

Para a genotipagem das amostras de acordo com 0 gene correspondente a
proteina VP4, utilizou-se a mesma metodologia empregada para a genotipagem de
VP7, sendo o pool de primers utilizado na 22 PCR correspondente aos genétipos P[4],
P[6], P[8] e P[9]. Dentre as 175 amostras que confirmaram a presenca do rotavirus
através da reacao de PCR, 26 amostras ndo puderam ser genotipadas para VP4. Em
todas estas amostras foi observado resultado negativo para a primeira e segunda PCR
de VP4, sendo a confirmacao da presenca do rotavirus somente pela identificacdo da
proteina VP7. A genotipagem da proteina VP4 revelou que houve circulacdo dos 4
genotipos estudados (P[4], P[6], P[8] e P[9]), porém o mais frequente, com presenca
em 70% das amostras, foi o gendtipo P[4]. No periodo entre 1989 e 2004, Santos e
Hoshino (2005) verificaram que os dois gendtipos correspondentes a VP4 que mais
circularam na populacdo mundial foram P[8], com maior nimero de casos, e P[4].
Analisando o periodo entre 1986 e 2006 no Brasil, Gurgel et al (2008) constataram que
antes da adocdo da vacina Rotarix® no calendéario vacinal oficial, os genétipos P[8],
P[4] e P[6] circulavam, respectivamente, na frequéncia de 75%, 10% e 6%. Em outro
estudo semelhante, Leite et al (2008) observaram a populacdo brasileira no periodo
entre 1982 e 2007, sendo o periodo aproximado de 1 ano entre 2006 e 2007
caracterizado como posterior & adocéo da Rotarix® no calendério oficial. Entre 1982 e
2005, observou-se que 0 genotipo P[8] esteve presente em aproximadamente 70% dos

casos e 0 genoétipo P[4] em aproximadamente 9%, em contrapartida, no periodo entre
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2006 e 2007, o gendtipo P[4] foi identificado em aproximadamente 70% dos casos e 0
genotipo P[8] em aproximadamente 15% dos casos. De acordo com o descrito na
literatura, o perfil de prevaléncia observado neste estudo para 0s gendtipos
correspondentes a VP4 demonstram semelhanca ao observado para o periodo
posterior & implementacéo da Rotarix®.

Dentre as 175 amostras que confirmaram presenca do rotavirus neste estudo,
observou-se que 3% e 15% das amostras apresentaram resultado negativo nas duas
reacbes de PCR referentes a genotipagem de VP7 e VP4, respectivamente.
Possivelmente, o fato dessas amostras nao terem sido genotipadas esta relacionado a
mutacdes genéticas pontuais (drifts), rearranjos genémicos (shifts) ou reestruturacdes
génicas (reassortments) ocorridas no sitio de ligacdo onde os primers deveriam se ligar
e, com isso, iniciar a amplificacdo do RNA viral para posterior identificacdo através da
eletroforese em gel de agarose (Taniguchi e Urasawa, 1995; Unicomb et al, 1999;
Honma et al, 2007; Schnepf et al, 2008; Santos et al, 2008; Ghosh e Kobayashi, 2011,
Tatte & Chitambar, 2012; laniro et al, 2013; Nakagomi et al, 2013).

Com relacdo as combinag¢@es historicamente mais usuais entre 0s genaétipos de
VP7 e VP4 (G1PJ[8], G2P[4], G3P[8] e G4P[8]), foi observado, neste estudo, auséncia
das cepas G3P[8] e G4P[8] e apenas 2 casos relacionados a cepa G1P[8]. Em
contrapartida, a cepa G2P[4] foi observada em 69% das amostras. A cepa G9P[8],
recentemente encontrada com maior frequéncia e classificada como uma cepa usual,
foi relatada em 2,3% das amostras. O gendtipo G5P[8] foi encontrado em apenas 1
caso, gendtipo este que passou a ser observado entre os anos 80 e 90, principalmente
no Brasil, e esteve presente em varios relatos, porém sempre com uma frequéncia
baixa. Dados da literatura indicam que, ao redor do mundo entre os anos de 1989 a
2004, a cepa G1P[8] mostrou ser a associacdo entre VP7 e VP4 mais frequentemente
encontrada. No Brasil as associacfes entre os gendétipos de VP7 e VP4 revelam que
G1P[8], G9P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] e G5P[8], foram, em ordem crescente de
circulacdo, as cepas mais frequentes no periodo entre 1982 a 2005. Apds 2006, ano
em que a vacina Rotarix® foi contemplada no calendario vacinal brasileiro, houve uma
inversao na circulagéo das cepas. A associacdo G2P[4] passou a ser a mais frequente,
enquanto que a cepa G1P[8] assumiu o papel da terceira associacéo entre VP7 e VP4
mais comum (Santos e Hoshino, 2005; Carmona et al, 2006; Gurgel et al, 2008; Leite et
al, 2008, Cilli et al, 2011).
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Aproximadamente 5% de todos os casos de infec¢cdes por rotavirus sao
causadas por cepas com associacdo nao usual entre os gendtipos de VP7 e VP4.
Entre essas cepas ndo usuais, destacam-se na literatura alguns exemplos: G1P[4],
G1P[6], G2P[6], G3P[4], G3P[9], G4P[6], G8P[4], G10P[9], G9P[12] e G3P[3] (Santos e
Hoshino, 2005; Gentsch et al 2005, Leite et al, 2008; Luchs et al, 2012). Neste estudo,
foram encontradas as seguintes associacdes ndo usuais de VP7 e VP4:. G1P[4],
G1P[6] G2P[6], G3P[9] e G4P[6]. Esses genotipos foram encontrados em 18 casos de
infeccdo, correspondendo a 10% dos casos com presenca de rotavirus confirmadas
pela reacédo de PCR.

Dados da literatura revelam que casos de infeccdo por dois ou mais genotipos
de rotavirus (Infec¢@o mista) ocorrem na frequéncia de 15% nos paises da América do
Sul. Acredita-se que estas infec¢cdes ocorram com maior freqiiéncia em regides onde
ha maior diversidade e circulacdo de cepas incomuns (Santos e Hoshino, 2005;
Gentsch et al 2005). No presente estudo, observou-se a ocorréncia de 7 casos de
infecgbes mistas, representando 4% dos casos com presenca de rotavirus confirmada
pela reagcdo de PCR. Dentre estes casos, em 4 amostras houve presenca dos
gendtipos P[4] e P[6] associados a G2, 1 amostra com presenca de P[4] e P[6]
associados a G1, 1 amostra com o0s genétipos G2 e G9 com VP4 indefinido e 1
amostra com os genotipos P[8] e P[9] com VP7 indefinido.

Comparando as regides estudadas (Sudeste e Nordeste) de acordo com os
genaotipos de rotavirus encontrados, observou-se que os 3 genoétipos mais frequentes
(G2P[4], G2 com VP4 indefinido e G2P[6]) foram semelhantes para as duas regides,
estando presentes em aproximadamente 87% das amostras. Entre as cepas
historicamente mais usuais do rotavirus, temos que G1P[8] foi encontrado somente na
regido Nordeste em apenas 2 casos, G2P[4] foi o gendtipo com maior circulacdo nas
duas regifes e os gendtipos G9P[8] e G5P[8] foram encontrados somente na regido
Sudeste em aproximadamente 5% e 1% das amostras, respectivamente. Entre as
associacOes ndo usuais de gendtipos VP7 e VP4, observou-se na regido Nordeste a
circulacao das cepas G1P[6], G1P[4], G4P[6] e G2P[6], em aproximadamente 12% das
amostras, enquanto que na regido Sudeste as cepas observadas foram G3P[9] e
G2P[6], em aproximadamente 9% dos casos. Com relacdo aos casos de infecgéo
mista, observou-se freqiéncia de 5% na regiao Nordeste e 2% na regido Sudeste. No

Nordeste foram encontradas 3 amostras com 0s genotipos P[4] e P[6] associados a G2,
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1 amostra com os genotipos P[4] e P[6] associados a G1 e 1 amostra com 0s genotipos
P[8] e P[9] associados a VP7 indefinido, enquanto que na regido Sudeste foi observado
1 amostra com os genotipos G2 e G9 associados a VP4 indefinido e 1 amostra com os
genotipos P[4] e P[6] associados a G2.

Comparando os genotipos circulantes entre os individuos deste estudo que
souberam informar se foram ou néo vacinados, pode se observar que G2 apresentou
frequiéncia de 91% entre os vacinados e 86% entre os ndo vacinados. Diversos estudos
relacionados & circulacdo das cepas de rotavirus apds a utilizacdo da Rotarix® no
calendario vacinal ttm demonstrado aumento consideravel na freqiiéncia dos genotipos
G2P[4] e G9P[8], em conjunto com a reduc¢do de casos relacionados as cepas G1P[8],
G3P[8] e G4P[8]. Eventualmente, a pressao seletiva exercida pela vacinagcédo fez com
gque mesmo a populacdo ndo vacinada venha a ser acometida pelas cepas
predominantes entre os individuos vacinados.

No estado do Sergipe, Gurgel et al (2007) observaram que, no periodo entre
novembro de 2006 a fevereiro de 2007, todos os casos encontrados de rotavirus foram
relacionados com a cepa G2P[4]. Em outro estudo, Gurgel et al (2009) verificaram que
entre outubro de 2006 e Abril de 2008 a cepa G2P[4] foi encontrada em 95% das
amostras analisadas em Sergipe.

Na cidade de Recife, Nakagomi et al (2008) relataram queda no numero de
casos de rotavirus apés a introducdo da Rotarix®, porém todos os casos observados
foram do gendtipo G2.

Na cidade do Rio de Janeiro, Carvalho-Costa et al (2009), observaram que a
cepa G2P[4] foi encontrada em 1,4%, 44% e 96% das amostras analisadas nos anos
de 2005, 2006 e 2007, respectivamente.

Na cidade de Parauapebas, localizada no estado do Para, Mascarenhas et al
(2010) verificaram gque a cepa G2P[4] esteve presente em 90% das amostras entre 0s
anos de 2006 e 2008.

No estado de Sao Paulo, Cilli et al (2011) observaram que o genétipo G9P[8] foi
0 mais frequente no ano de 2006 e G2P[4] foi a cepa mais frequente nos anos de 2007,
2008 e 2009. Em outro estudo, Carmona (2010) verificou que a frequéncia da cepa
G2P[4] foi de 62% entre os anos de 2007 e 2009, sendo 0 unico gendtipo encontrado

em 2007. Na cidade de S&o Paulo, Safadi et al (2010) observaram que entre criangas
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hospitalizadas por quadro de gastroenterite aguda causada pelo rotavirus a prevaléncia
da cepa G2P[4] foi de 15% no ano de 2006, 70% em 2007 e 100% em 2008.

Em um estudo conduzido, na cidade de Belém, com crian¢as hospitalizadas por
gastroenterite grave causada pelo rotavirus entre os anos de 2008 e 2009, Justino et al
(2011) relataram que a cepa predominante foi G2P[4].

Dulgheroff et al (2012), relataram que no estado de Minas Gerais houve
predominancia do gendtipo G2P[4] entre os anos de 2009 e 2010.

Na cidade de Curitiba, Pereira et al (2013) realizaram um estudo epidemiolégico
de pacientes hospitalizados entre 2001 e 2008. Neste estudo, foi observado que apods a
adocao da Rotarix®, em 2006, a cepa de rotavirus mais prevalente foi G2P[4].

Carvalho-Costa et al (2011), em um estudo abrangendo 18 estados brasileiros,
verificaram que no ano de 2005 o gendtipo G9 associado a P[8] ou a VP4 indefinido foi
a cepa mais encontrada, estando presente em 52% das amostras analisadas. Entre os
anos de 2006 a 2009, observaram que o genoétipo G2 associado a P[4] ou a VP4
indefinido foi a cepa mais frequente nessa populacao, estando presente em 49%, 66%,
85% e 37,5% das amostras analisadas em cada ano, respectivamente. Em
contrapartida, os genodtipos G1 e G3 associados a P[8] ou a VP4 indefinido
apresentaram queda em sua frequéncia desde 2005.

Entre 2007 e 2009, Kirkwood et al (2011) observaram, na Australia, aumento da
cepa G2[4] nos estados que utilizam a Rotarix® em seu programa de imunizacéo.

Em concordancia com o observado na literatura para o periodo posterior a
introducdo da Rotarix® em territério nacional, observou-se nesse estudo a
predominancia de aproximadamente 83% do gendtipo G2 associado ao genétipo P[4]
ou associado a um genétipo VP4 indefinido, a auséncia dos gendtipos G3P[8] e G4P[8]
e somente 2 casos relacionados a cepa G1PJ[8], representando aproximadamente 1%
das amostras estudadas. Mesmo nao obtendo a informacéo referente a aplicacdo ou
nao da vacina em 75% dos individuos com idade entre O e 4 anos, foi possivel
observar, neste estudo, mudanca no perfil de circulacdo das cepas de rotavirus nas
regides estudadas. Nota-se aumento consideravel na predominancia do genotipo
G2P[4], que alguns autores acreditam estar relacionado a quadros de infecgbes mais.
Ha necessidade de se realizar outros estudos para se verificar as razbes para esse

aumento do gendtipo 2 e, eventualmente, introduzir modificacbes na formula vacinal.
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1)

2)

3)

4)

5)

De acordo com distribuicdo temporal das amostras coletadas ao longo de 2009, foi
observado que a infeccdo pelo rotavirus ocorreu durante todo o ano, porém o
periodo entre os meses de junho e setembro (final do outono e inverno) demonstrou

ser o periodo de maior ocorréncia da infeccdo pelo rotavirus.

Comparando as duas regides estudadas, observou-se que na regido Nordeste
(Bahia e Pernambuco) a distribuicdo dos casos fora do periodo entre junho e
setembro ocorreu com menor frequéncia do que na regido Sudeste (Sao Paulo e

Rio de Janeiro).

Em relacdo a faixa etaria, observou-se a presenca do virus em todas as idades,

sendo em maior quantidade nas criangas entre 0 e 2 anos.

Dentre os gendtipos de VP7 encontrados, somente G2 circulou nas duas regifes
estudadas. Os genotipos G1 e G4 circularam somente na regido Nordeste (Bahia e
Pernambuco) e os gendtipos G3, G5 e G9 circularam somente na regido Sudeste
(Séo Paulo e Rio de Janeiro). Em relacdo aos gendtipos de VP4 encontrados (P[4],

P[6], P[8] e P[9]), todos eles circularam nas duas regides.

A associacdo entre os genétipos G2 e P[4] demonstrou ser a mais prevalente nas
regides Nordeste (Bahia e Pernambuco — 72,8%) e Sudeste (Sdo Paulo e Rio de
Janeiro — 65,1%).
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ANEXO 1 - PARECER DO COMITE DE ETICA (UNIFESP)
s
S&o Paulo, 17 de junho de 2011.
CEP 0771/11
limo(a). Sr(a).
Pesquisador(a) MARCEL LEITE
Co-Investigadores: Emerson Cararo, Aripuand Sakurada Aranha Watanabe, Celso Francisco Hernandes Granato
g)igiir;)tl?:;%epanamento: Infectologia da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sdo Paulo
Patrocinador: Grupo Fleury S/A.
PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL
Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Genotipagem de rotavirus a partir de amostras obtidas de casos clinicos
de zonas urbanas de capitais brasileiras”.
CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Estudo epidemioldgico. B
RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: Sem risco, sem procedimento invasivo.
OBJETIVOS: Realizar estudo epidemioldgico com identificagdo das cepas de rotavirus circulantes, -em ambito
nacional, na situagédo da recente implementagéo da vacina monovalente, Rotarix, no calendéario vacinal.. ) b
RESUMO: Serdo utilizadas aproximadamente 250 amostras de fezes coletadas no periodo de 01/01/2009 a ’ o
31/12/2009 da rotina de detecc¢éo de rotavirus dos pacientes do Grupo Fleury que, por pedido médico compareceram )
aos respectivos laboratérios para realizagdo da pesquisa de rotavirus em fezes. As amostras para o estudo serdo
recolhidas no momento do descarte das fezes. Os pacientes ou seus responsaveis serdo questionados, através de
uma pergunta técnica no sistema informqtjzado de abertura de fichas, sobre a imunidade contra o rotavirus através -
da vacina Rotarix. Para identificacéo da cepa de rotavirus, sera realizada extragcdo do RNA viral empregando um kit
comercié( para posteriormente genotipar os genes referentes as proteinas VP4 e VP7.. 2
FUNDAMENTOS E RACIONAL: A vacina Rotarix foi adicionada no calendario vacinal brasileiro em 2006. A vacina
monovalente Rotarix é formulada com a cepa G1P de origem humana, sendo eficaz na protecdo contra infecgdes
causadas por cepas ndo G1P. Recentemente, alguns autores observaram aumento na prevaléncia da cepa G2P em ~
alguns pontos do pais e trouxeram & tona a discussdo ao redor da eficacia, da vacina atualmente em uso, para as
cepas ndo G1.. -
MATERIAL E- METODO: Estéo descritos os procedimentos do estudo, apresentando carta de concordancia com a e
pesquisa do Laboratério Fleury, bem como carta de aprovacdo do CEP local.. - y
TCLE: Apresenta justificativa para ndo obtengéo do TCLE.. ‘ N
DETALHAMENTO FINANCEIRO: Laboratério Fleury S A - R$ 37938,54. .
CRONOGRAMA: 24 meses. k .4
OBJETIVO ACADEMICO: Mestrado.
ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 11/6/2012 e 11/6/2013.
Rua Botucatu, 572 - 1: alndir:‘cgﬂ;‘ﬂ‘l _EEEP,‘}PQ_E_PAW - S&o Paulo / Brasil 1
1el: (U17) 00/1-1UbL - D03Y. /104 b
4
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Uneiadeds Federal

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital S&o Paulo ANALISOU e APROVOU

o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteracdo do projeto e termo de consentimento livie e esclarecido. Nestas

circunstancias a inclusio de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, dpés

analise das mudancas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para

possivel auditoria dos 6rgaos competentes.

Atenciosamente,

47//////;72Z7;*2271i;

Prof. Dr. J’oélé Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sdo Paulo/ Hospital Sao Paulo

0771711

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - S&o Paulo / Brasil

Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162

o
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ANEXO 2 — PARECER DO COMITE DE ETICA (INSTITUTO FLEURY)

FLEURY

Medicina e Saude

Sé&o Paulo, 16 de dezembro de 2008.

Ref: Projeto 2008/053 B
Caro Dr. Marcel Leite,

Segue o parecer final emitido pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Fleury sobre o trabalho
intitulado “Genotipagem de rotavirus a partir de amostras obtidas de casos clinicos de zonas urbanas
de capitais brasileiras” nimero CEP 2008/053.

De acordo com as normas da Resolugéo do Conselho Nacional de Satde 196/96 o projeto foi avaliado
por dois relatores e o parecer final ¢: APROVADO.

Atenciosamente,

N\ |
. I s "f“ }
(/ {J&/ILUV;\/ L

Celso F. Hernandes Granato

N

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Fleury.

Fleury Medicina e Satide: Avenida General Valdomiro de Lima, 508 - 04344-903 - S#o Paulo - SP www.fleury.com.br*
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